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Nukleiinihappokoettimia, universaaleja alukkeita ja menetelmia, joissa 
niita kaytetaan 

Keksinnon ala 

Keksinto koskee nukleiinihappokoettimia ja universaaleja alukkeita, 
jotka ovat kayttokelpoisia bakteerien tunnistamisessa ja bakteerien aiheuttami- 
en infektioiden diagnosoimisessa. Erityisesti keksinto koskee spesifisia nukle- 
iinihappokoettimia, jotka ovat peraisin infektioita aiheuttavien bakteerien to- 
poisomeraasigeenin konservoituneiden alueiden lahella olevilta hypervarioivilta 
alueilta. Keksinto koskee myds universaaleja alukkeita, jotka ovat peraisin to- 
poisomeraasigeenin konservoituneilta alueilta. Lisaksi keksinto koskee naiden 
nukleiinihappokoettimien ja universaalien alukkeiden kayttoa bakteerien ai- 
heuttamien infektioiden diagnosoinnissa seka diagnostisia menetelmia, joissa 
kaytetaan naita nukleiinihappokoettimia ja universaaleja alukkeita. 

Keksinnon tausta 

Hengitystieinfektiot ovat yleisin syy laakarin vastaanotolla kayntiin. 
Suomessa todetaan vuosittain noin 13 keuhkokuumetapausta 1 000 asukasta 
kohden ja akuutteja poskiontelo- ja korvatulehduksia diagnosoidaan viela 
huomattavasti enemman. Esimerkiksi korvatulehduksia todetaan Suomessa 
vuodessa arviolta noin 200 000 tapausta (paaasiassa lapsilla). Hengitystiein- 
fektiot kuormittavat terveydenhuoltoa ja aiheuttavat yhteiskunnalle mittavat 
kustannukset, joiden tarkempi laskeminen on vaikeaa, silla suurin osa kustan- 
nuksista koostuu ns. epasuorista kustannuksista, kuten tyosta poissaolosta 
[Rautakorpi ym., Scandinavian Journal of Infectious Diseases. 33(12): 920 - 
926, 2001; Infektiotaudit, toim. Eskola, Huovinen ja Valtonen 1998]. Maailman- 
laajuisesti hengitystieinfektiot aiheuttavat vuosittain useiden miljoonien ihmis- 
ten, paaasiassa lasten, kuoleman. 

Hengitystieinfektioita aiheuttaa virusten lisaksi suuri joukko erilaisia 
bakteereja. Streptococcus pyogenes (A-ryhman streptokokki) on tarkea nielu- 
risatulehduksen, tonsilliitin, aiheuttaja. Sen aiheuttamaan hoitamattomaan ton- 
silliittiin liittyy vakavien komplikaatioiden, kuten peritonsillaarisen absessin, ris- 
ki. Lisaksi S. pyogenes tonsilliittien jalkitauteina voi esiintya reumakuumetta ja 
glomerulonefriittia, jotka molemmat ovat vakavia, jopa potilaan henkea uhkaa- 
via tauteja. Avohoito keuhkokuumeiden tarkeimpia taudinaiheuttajia ovat virus- 
ten lisaksi Streptococcus pneumoniae (pneumokokki), Mycoplasma pneu- 
moniae ja Chlamydia pneumoniae, joista pneumokokki on yleisin ja vakavin 



keuhkokuumeen aiheuttaja. Harvinaisempia keuhkokuumetta aiheuttavia bak- 
teereja ovat Legionella pneumophila ja Coxiella burnetii. Mycobacteriun tuber- 
culosis -bakteeri puolestaan aiheuttaa keuhkotuberkuloosia. Immuunivajavai- 
silla potilailla todetaan lisaksi harvinaisten Mycobacterium- ja Nocardiasuvurx 
bakteerien aiheuttamia keuhkotulehduksia. Poskiontelotulehduksen (sinuiitti) ja 
valikorvatulehduksen (otitis media) aiheuttajia ovat pneumokokin lisaksi mm. 
Haemophilus influenzae ja Moraxella catarrhalis. Muista otiitin aiheuttajista 
mainittakoon hieman harvinaisempi Alloiococcus otitidis. 

Talla hetkella hengitystieinfektioiden diagnostiikka on bakteerien 
osalta paaasiassa bakteeriviljelyn varassa. Bakteerien viljeleminen on kuiten- 
kin suhteellisen hidasta ja viljelyyn perustuvat diagnostiset menetelmat antavat 
tuloksia yleensa vasta vuorokausien, joskus jopa viikkojen kuluttua naytteen 
otosta. Bakteerien viljely ei myoskaan aina onnistu laboratorio-oiosuhteissa. 
Tama voi johtua joko siita, etta kaytetty viljelymenetelma ei ole kyseiselle bak- 
teerille soveltuva tai siita, etta potilaalle on ennen naytteen ottamista annettu 
antibioottihoitoa. Nielutulehdusten diagnostiikassa antigeenin osoitukseen pe- 
rustuvat pikamenetelmat ovat hyvia bakteeriviljelya taydentavia menetelmia, 
mutta niiden ongelmana on suppea lajivalikoima (A-ryhman streptokokki). Joi- 
denkin bakteeri-infektioiden (esim. C. pneumoniae ja M. pneumoniae) diagnos- 
tiikassa voidaan kayttaa myos serologisia menetelmia, mutta nama menetel- 
mat antavat tuloksia vasta useita viikkoja infektion alkamisen jalkeen eivatka 
nain ollen auta potilaan akuutissa hoidossa. 

Molekylaariset nukleiinihappojen monistamiseen ja hybridisaatioon 
perustuvat menetelmat pyrkivat ratkaisemaan edella kuvatut bakteeriviljelyyn 
liittyvat ongelmat. Niiden avulla bakteeri todetaan ja tunnistetaan samanaikai- 
sesti, mika nopeuttaa diagnostiikkaa, eika aikaa vievia jatkoviljelyja tarvita. An- 
tibiootit eivat myoskaan hairitse molekylaarisia menetelmia samassa maarin 
kuin bakteeriviljelya. 

Eras bakteeridiagnostiikassa kaytetyista molekylaarisista menetel- 
mista on ns. yleis-bakteeri-PCR, joka perustuu ns. universaalien alukkeiden 
kayttoon. Talla hetkella kaytossa olevissa yleis-bakteeri-PCR-menetelmissa 
kaytetaan ribosomaalista RNA:ta (16S rDNA/rRNA tai 23S rDNA/rRNA) koo- 
daavien geenien konservoituneille DNA-alueille sijoittuvia alukkeita. Yleis- 
bakteeri-PCR:aan perustuvassa bakteerien tunnistuksessa varsinainen tunnis- 
tusvaihe toteutetaan kloonaamalla ja sekvensoimalla saatu PCR-tuote. (Katso 



esim. EP-patentti 613 502, US-patentti 6 001 564 ja US-patenttihakemus 
0 020 055 101). 

Yleis-bakteeri-PCR-menetelmaa on jonkin verran soveliettu kliini- 
seen bakteeridiagnostiikkaan, vaikka se soveltuukin parhaiten bakteeri- ja sie- 
nilajien tunnistukseen puhdasviljelmista, ja. tahan tarkoitukseen on kehitelty 
myos kaupallisia testeja kuten esim. MicroSeq, (Applied Biosystems). Nama 
testit eivat kuitenkaan ole laajalti kaytossa, silla PCR-tuotteen kloonaus ja sek- 
vensointi on hidasta ja tyolasta ja itse testit ja niiden kayttoon tarvittavat lait- 
teistot, kuten esim. sekvensointilaitteet, ovat kalliita ja testien suorittaminen 
vaatii koulutettua henkildkuntaa. 

Toinen bakteeridiagnostiikassa jonkin verran kaytetty menetelma on 
spesifisiin oligonukleotideihin perustuva multiplex-PCR-menetelma. Tassa me- 
netelmassa monistamiseen kaytetaan universaalien ja bakteerilajispesifisten 
alukkeiden seosta. Hendolin et al. (Journal of Clinical Microbiology, 35: 11, 
1997) kayttivat multiplex-PCR-menetelmaa valikorvantulehdusta aiheuttavien 
bakteerien tunnistukseen. Kyseisessa menetelmassa kaytetaan toisena PCR- 
alukkeena universaalia, 16S-rRNA:n konservoituneelle geenialueelle sijoittu- 
vaa aluketta ja toisena PCR-alukkeena alukeseosta, joka koostuu neplle eri 
bakteerilajille spesifisista alukkeista. Bakteerilajispesifiset alukkeet on suunni- 
teltu siten, etta aikaansaatu PCR-tuote on eripituinen riippuen siita, mista bak- 
teerilajista se on peraisin, jolloin tunnistus perustuu syntyvan PCR-tuotteen pi- 
tuuteen. Vaikka multiplex-PCR menetelma onkin suhteellisen herkka ja nopea, 
menetelmalla on haittapuolia. Tiedetaan, etta lyhyemmat DNA-jaksot monistu- 
vat tehokkaammin kuin pidemmat jaksot. Jos siis samassa naytteessa on kah- 
ta bakteeria, monistuu lyhyemman tuotteen antavan bakteerin DNA todenna- 
koisesti tehokkaammin, mika vaikuttaa menetelman herkkyyteen. Lisaksi mul- 
tiplex-PCR-menetelmalla pystytaan samanaikaisesti tunnistamaan vain muu- 
tamia bakteerilajeja, silla kaytannossa on mahdotonta suunnitella kymmenia 
spesifisia PCR-alukkeita siten, etta ne toimisivat samoissa PCR-olosuhteissa 
ja etta syntyvat PCR-tuotteet eroaisivat pituudeltaan riittavasti toisistaan. Multi- 
plex-PCR ei siis sovellu esim. hengitystieinfektiodiagnostiikkaan, jossa kliini- 
sesti tarkeita taudinaiheuttajia tunnetaan toista kymmenta. 

Ns. normaaliflooran bakteerit voivat myoskin hairita multiplex- 
PCR:aan perustuvaa diagnostiikkaa. Vasta muutamien kymmenien bakteeri- 
lajien perima on kokonaisuudessaan kartoitettu ja suurin osa naista kartoi- 
tetuista lajeista on tunnettuja taudinaiheuttajia. Normaaliflooran bakteereista ja 



niiden DNA-sekvensseista on siis viela hyvin vahan tietoa. Taman vuoksi bak- 
teerilajispesifisten PCR-alukkeiden suunnittelu ja pelkkaan PCR-monistukseen 
perustuva diagnosointi onkin lanes mahdotonta. 

Myos ribosomaalisen RNA:n kayttoon liittyy ongelmia. Lahisukuisten 
bakteerilajien erottaminen toisistaan rRNA-molekyylien avulla on vaikeaa, kos- 
ka naiden molekyylien sekvensseihin ei evoluution aikana ole kertynyt riittavas- 
ti eroja. Ja vaikka lajien valisia eroja loytyisikin, nama varioivat kohdat ovat 
yleensa jakautuneet koko rRNA-molekyylin alueelle (esim. 16S rRNA:n pltuus 
on noin 1500 emasta), mika rajoittaa diagnostiikassa hyddynnettavien moleky- 
laaristen menetelmien kayttoa. Kaytannossa lahisukuiset bakteerit voidaan siis 
erotella toisistaan vain sekvensoimalla koko rRNA:ta koodaava geeni, mika ei 
sekaan aina valttamatta riita erottamaan lajeja toisistaan. 

Keksinnon lyhyt selostus 

Esilla oleva keksinnon tarkoituksena on antaa kayttoon valineita ja 
keinoja, jotka ovat kayttokelpoisia infektioita aiheuttavien, erityisesti hengitys- 
tieinfektioita aiheuttavien bakteerien diagnostiikassa, mutta joilla ei ole edella 
kuvattuja bakteerien diagnostiikkaan liittyvia haittoja. Erityisesti keksinnon tar- 
koituksena on antaa kayttoon uusia molekylaarisiin menetelmiin perustuvassa 
bakteeridiagnostiikassa kayttokelpoisia valineita ja menetelmia, jotka ovat 
herkkia, tehokkaita ja lajispesifisia ja joiden avulla voidaan tunnistaa vain halu- 
tut bakteerit spesifisesti. Keksinnon tarkoituksena on myos antaa kayttoon me- 
netelmia, joilla infektion aiheuttava, erityisesti hengitystieinfektion aiheuttava 
bakteeri voidaan diagnosoida oleellisesti aiempaa nopeammin, jolloin potilaalle 
voidaan maarata oikea ja tehokas antibioottihoito taudin varhaisemmassa vai- 
heessa, jolloin taudin kesto lyhenee ja mahdollisten haitallisten, jopa hengen- 
vaarallisten komplikaatioiden riski vahenee. 

Esilla oleva keksinto antaa kayttoon bakteerilajispesifisia oligonuk- 
leotidikoettimia, jotka ovat peraisin topoisomeraaseja koodaavien geenien, eri- 
tyisesti py/B/pa/E-geenieh, konservoituneiden alueiden valisilta ns. hyperva- 
rioivilta alueita, joilla emasjarjestys on hyvin erilainen eri bakteerilajeilla. Nai- 
den bakteerilajispesifisten koettimien avulla infektioissa tavattujen bakteerien 
perimaaines voidaan paitsi osoittaa myos samanaikaisesti tunnistaa. 

Keksinto antaa kayttoon myos universaaleja alukkeita, jotka ovat 
peraisin topoisomeraaseja koodaavien geenien, erityisesti gyfB/pa/E-geenien, 
konservoituneilta alueilta ja jotka monistavat tehokkaasti infektioita aiheuttavi- 
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en bakteereiden DNA:ta myos kliinisista naytteista, jotka sisaltavat runsaasti 
vierasta (ei-bakteeriperaista) DNA:ta. 

Lisaksi esilla oleva keksinto antaa kayttoon yksinkertaisia, nopeita, 
herkkia ja spesifisia menetelmia, joilla olemassa olevan tekniikan mukaisten 
menetelmien haitat voidaan voittaa. Nailla menetelmilla kliinisesti merkittavia 
bakteereja voidaan luotettavasti todeta ja diagnosoida kliinisista naytteista tai 
bakteeriviljelmista. 

Esilla oleva keksinto koskee oligonukleotidikoetinsekvensseja, jotka 
hybridisoituvat normaaleissa hybridisaatio-olosuhteissa infektioita, erityisesti 
hengitystieinfektioita aiheuttavien bakteerien topoisomeraaseja koodaavien 
geenien konservoituneiden alueiden lahella olevien hypervarioivien alueiden 
sekvenssien kanssa ja jotka kasittavat jonkin sekvensseista sekvenssitunnus- 
numerot 1-69 mukaisen sekvenssin tai sen kanssa kaanteisen ja komplemen- 
taarisen sekvenssin tai naiden toiminnallisen fragmentin. 

Infektioita, erityisesti hengitystieinfektioita, aiheuttavia bakteereja 
ovat bakteerit Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Chlamy- 
dia pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, Haemophilus influenzae, Hae- 
mophilus parainfluenzae, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, 
Neisseria gonorrhoeae, Escherichia coli, Moraxella catarrhalis, Legionella 
pneumophila ja Fusobacterium necrophorum ja topoisomeraasia koodaava 
geeni on gyrB- ja/tai parE-proteiinia koodaava geeni, 

Edullisesti oligonukleotidikoetinsekvenssin pituus on 15 - 30, edulli- 
semmin 20 - 30 ja edullisimmin 21 - 25 nukleiinihappoa. 

Esilla oleva keksinto koskee myos edella mainittujen oligonukleoti- 
dikoetinsekvenssien kayttoa bakteerien toteamisessa, tunnistamisessa tai luo- 
kittelussa. 

Esilla oleva keksinto koskee myos oligonukleotidikoetinseosta, joka 
sisaltaa minka tahansa yhdistelman, edullisesti kaikki, sekvensseista, joilla on 
sekvenssitunnusnumerot 1 - 69, ja/tai naiden kanssa kaanteisista ja komple- 
mentaarisista sekvensseista ja/tai naiden toiminnallisista fragmenteista. Eraas- 
sa edullisessa suoritusmuodossa haluttu koetinseos on kiinnitetty kiintealle 
kantajalle. Edullisesti kiintealle kantajalle on kiinnitetty oligonukleotidikoetinse- 
os, joka sisaltaa kaikki sekvenssit, joilla on sekvenssitunnusnumerot 1 - 69 tai 
naiden kanssa kaanteiset ja komplementaariset sekvenssit sekvenssit. 

Esilla oleva keksinto koskee myos uutta DNA-alukeseosta, joka si- 
saltaa sekvensseja, jotka hybridisoituvat hengitystieinfektioita aiheuttavien bak- 
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teerien topoisomeraaseja koodaavien, erityisesti GyrB- ja/tai ParE-proteiinia 
koodaavien geenien, konservoituneiden alueiden sekvenssien kanssa ja jotka 
kasittavat sekvenssit tunnusnumero 76 ja 77 mukaiset sekvenssit tai naiden 
toiminnalliset fragmentit. 

Esilla oleva keksinto koskee myos mainitun alukeseoksen kayttoa 
topoisomeraasigeenien, erityisesti GyrB- ja ParE-proteiinia koodaavien geeni- 
en, monistamisessa. 

Esilla oleva keksinto koskee lisaksi diagnostista menetelmaa hengi- 
tystieinfektioita aiheuttavan bakteerin osoittamiseksi ja tunnistamiseksi kliini- 
sesta naytteesta, jossa menetelmassa 

a) kliinisesta naytteesta eristetty DNA monistetaan kayttaen edella 
mainittua alukeseosta, 

b) monistettu DNA saatetaan kosketukseen halutun yhdistelman 
kanssa edella mainittuja koettimia hybridisaatio-olosuhteissa ja 

c) todetaan mahdollinen hybridisaatiokompleksin muodostuminen. 
Edullisessa keksinnon mukaisen menetelman suoritusmuodossa 

kliinisesta naytteesta eristetty DNA monistetaan polymeraasiketjureaktiota 
kayttaen ja monistettu DNA saatetaan kosketukseen kiintealle kantajalle kiinni- 
tettyjen bakteerilajispesifisten oligonukleotidikoettimien kanssa. 

Eraassa edullisessa keksinnon mukaisen menetelman suoritus- 
muodossa kliinisesta naytteesta eristetyn DNA:n monistuksessa kaytetaan so- 
pivasti leimattua nukleotidia todettavissa olevan kohdejuosteen aikaansaami- 
seksi. 

Toisessa edullisessa keksinnon mukaisen menetelman suoritus- 
muodossa monistettu ja mahdollisesti leimattu kohde-DNA saatetaan koske- 
tukseen kiintean kantajan, edullisesti kasitellyn lasin, kanssa, jolle on kiinnitetty 
kaikki keksinnon mukaiset lajispesifiset oligonukleotidikoettimet, joilla on sek- 
venssitunnusnumerot 1 - 69, tai niiden kaanteiset ja komplementaariset sek- 
venssit. 

Viela eraassa edullisessa keksinnon mukaisen menetelman suori- 
tusmuodossa monistettu ja mahdollisesti leimattu kohde-DNA saatetaan kos- 
ketukseen kiintean kantajan, edullisesti kasitellyn lasin, kanssa, jolle on kiinni- 
tetty keksinnon mukaiset tietylle tai muutamalle hengitystieinfektioita aiheutta- 
valle bakteerille spesifiset oligonukleotidikoettimet, joilla on vastaavat sekvens- 
situnnusnumerot taulukoista 4A ja 4B 1 - 7, 30 - 33, 39 - 42 ja 56 - 65, tai nii- 
den komplementaariset sekvenssit tai naiden kaanteiset sekvenssit. 
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Kuvioiden lyhyt selostus 

Kuvio 1 esittaa esimerkin (Haemophilus influenzae ja Moraxella 
catharralis) hypervarioivasta gy/6-geenialueesta, joka rajoittuu konservatiivisiin 
alueisiin. Konservoituneet alueet on merkitty hanmailla laatikoilla ja ne toimivat 
5 universaalien gyrB/parE-a\ukke\der\ kiinnittymiskohtina. Naiden valiin jaa hy- 
pe rvarioiva alue, jolle lajispesifiset koettimet on suunniteltu (alleviivatut koh- 
dat). 

Kuviossa 2 esitetaan esimerkki hybridisaatiotuloksesta koetin- 
lasilla. Hybridisoitavana kohdejuosteena oli S. aureus -puhdasviljelmasta eris- 

10 tetyn DNA:n GynB-monistuma (epasymmetrinen Cy-5-dCTP-leimattu PCR- 
tuote). Esimerkkilasilla oli nelja S. aureus bakteerille spesifista gyrB-koetinta 
(taulukko 4A: oligonukleotidikoettimet 21 - 24), jotka kaikki sitoivat spesifisesti 
S. aureus -kohdejuostetta. Signaalin antoivat lisaksi positiiviset kontrollioligo- 
nukleotidit, joita oli lasilla 5 kpl. Muihin lasilla olleisiin oligonukleotideihin S. au- 

15 reus -kohdejuoste ei sitoutunut. 

Kuviossa 3 esitetaan PCR-monistustulokset esimerkista 7, jossa 
verrattiin tunnettuja Streptococcus pneumoniaeUe spesifisiksi mainittuja aluk- 
keita Streptococcus-su\/un bakteerien ja Moraxella catarrhalikselle spesifisiksi 
mainittuja alukkeita /Woraxe//a-suvun bakteerien testaamiseen. Tulokset osoit- 

20 tavat, etteivat kyseiset alukkeet kuitenkaan ole lajispesifisia, vaan ne monista- 
vat myds normaaliflooraan bakteereja. 

Keksinnon yksityiskohtainen selostus 

Esilla oleva keksinto perustuu tutkimuksiin, joissa pyrittiin loytamaan 
spesifisempia vaihtoehtoja ribosomaalisen RNA:n kaytolle infektioita aiheutta- 

25 vien bakteerien diagnostiikassa. Tutkimus kohdistettiin muihin geeneihin, jotka 
ovat elintarkeita bakteereille. Topoisomeraasit gyraasi B (GyrB eli topoisome- 
raasi II) ja ParE-proteiinit (topoisomeraasi IV:n toinen alayksikko) ovat baktee- 
rin kannalta tarkeita molekyyleja, silla niita tarvitaan DNA:n pakkaamisessa. 
Tietyt alueet naista molekyyleista ovat sailyneet evoluution aikana lahes 

30 muuttumattomina eli konservoituneet. Tassa yhteydessa termilla 
"konservoitunut alue" tai "konservoituneet alueet" tarkoitetaankin 
topoisomeraasigeenin tai -proteiinin aluetta tai alueita, joiden emasjarjestys tai 
vastaavasti aminohappojarjestys on sailynyt lahes muuttumattomana eri 
hengitystieinfektioita aiheuttavien bakteerilajien valilla. Yleensa nama 

35 konservoituneet alueet ovat proteiinin toiminnan kannalta kaikkein tarkeimpia 
alueita. GyrB/ParE-molekyylit eivat kuitenkaan ole yhta konservoituneita kuin 
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tenkaan ole yhta konservoituneita kuin ribosomaaliset RNA-molekyylit. Koska 
kyseessa ovat proteiinimolekyylit, niita koodaavissa geeneissa on geneettisen 
koodin luonteesta johtuen enemman eroja nukleiinihappotasolla kuin mita ra- 
kenteellisia RNA-molekyyleja (esim. 16S rRNA -molekyylit) koodaavissa gee- 
neissa. GyrB/ParE-molekyylit eivat mydskaan kokonaisuudessaan ole evoluu- 
tion kuluessa sailyneet yhta muuttumattomina kuin rakenteelliset RNA- 
molekyylit: oyrB/parE-molekyyleista on loydettavissa myos lyhyita jaksoja, jois- 
sa erot eri bakteerilajien valilla ovat niin suuria (myos lahisukuisten valilla), etta 
kyseisia jaksoja voidaan pitaa lajispesifisina. 

Edella mainittuja ominaisuuksia kaytettiin hyvaksi bakteerilajeille 
spesifisten koettimien suunnittelemisessa. Lajispesifisten koettimien (eli oligo- 
nukleotididen) (taulukot 4A ja 4B) suunnittelussa kaytettiin linjaukseen perus- 
tuvaa suunnittelustrategiaa. Suunnittelun kohteena olleiden bakteerien gyiB- 
tai pa/E-geenit linjattiin referenssibakteereista lahtoisin olevien vastaavien 
geenien kanssa. Sekvenssit saatiin EMBL:n sekvenssitietokannasta tai tuotet- 
tiin itse kloonaamalia niista bakteerilajeista, joista py/B/pa/E-sekvenssia ei ollut 
saatavilla julkisista sekvenssitietokannoista. Sekvenssit tuotettiin monistamalla 
bakteeripuhdasviljelmista haluttu flyrfl/parE-sekvenssijakso, joka sitten kloo- 
nattiin ja sekvensoitiin. Esimerkki kahden bakteerin, Haemophilus influenzae ja 
Moraxella catharralis, hypervarioivasta flyrS-geenialueesta, joka rajoittuu kon- 
sen/atiivisiin alueisiin, on esitetty kuviossa 1. Konservoituneet alueet on merkit- 
ty harmailla laatikoilla ja ne toimivat universaalien pyrfi/parE-alukkeiden kiinnit- 
tymiskohtina. Naiden valiin jaa hypervarioiva alue, jolle lajispesifiset koettimet 
on suunniteltu (alleviivatut kohdat). 

Sekvenssien linjauksessa kaytettiin BioEdit-ohjelmaa ja ClustalW- 
linjausalgoritmia. Linjauksesta laskettiin konsensussekvenssi ja sopivasti kon- 
sen/oituneet alueet etsittiin manuaalisesti. Nama alueet tarkoittavat sekvenssi- 
jaksoja, jotka ovat konservoituneet suunnittelun kohteena olevien bakteerien 
geeneissa, mutta joita ei loydy ainakaan kokonaan referenssibakteerien gee- 
neista. Naista jaksoista valittiin sopivan pituiset (esim. 21 - 25 emasta) sek- 
venssijaksot varsinaisten oligonukleotidien sekvensseiksi. Valittuja oligo- 
nukleotidisekvensseja verrattiin EMBLn prokaryoottitietokantaan FASTA- 
algoritmia kayttavalla ohjelmalla. Ne oligonukleotidisekvenssit, jotka erosivat 
muiden kuin suunnittelun kohteena olevien bakteerien sry^B/pa/E-geeneista 
vahintaan kahden emaksen verran, valittiin jatkotutkimuksiin. Oligonukleotideil- 
le maaritettiin teoreettinen sulamislampotila (Tm) ja tutkittiin, muodostavatko 
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oligonukleotidit hiusneularakenteita. Ne oligonukleotidit, jotka eivat muodos- 
taneet voimakkaita sekundaarirakenteita ja joiden Tm-lampotila oli vahintaan 
45 °C, valittiin kokeellisiin spesifisyystutkimuksiin. Laboratoriossa koettimien 
spesifisyys testattiin ensin useilla eri bakteerilajeista eristetyilla DNA-naytteilla 
5 (esimerkki 3, taulukko 3) seka lisaksi potilasnaytteilla (esimerkki 6, taulukko 5). 

Esilla olevan keksinnon mukaiset oligonukleotidikoettimet kasittavat 
sekvenssien tunnusnumerot 1-69 mukaiset sekvenssit tai niiden kanssa 
kaanteiset ja komplementaariset sekvenssit tai naiden kaanteiset sekvenssit. 
Ne voivat olla eripituisia, ja niiden sopivan pituuden maaraa vain haluttu laji- 

10 spesifisyys ja toimivuus hybridisaatioreaktiossa. Tavallisesti ne ovat 15 - 30, 
edullisesti 20 - 30 ja edullisimmin 21 25, nukleotidia pitkia. Koettimet voivat 
myos olla eri tavoin modifioituja (ne voivat esimerkiksi sisaltaa modifioituja nuk- 
leotideja, kuten inosiini), niihin voi olla liitettyna erilaisia kemiallisia yhdisteita 
tai ryhmia (esim. aminoryhmia) tai muita molekyyleja, kuten erilaisia detektioon 

15 tarvittavia leimoja tai niista voi kokonaan puuttua modifikaatiot. Eduilisten kek- 
sinnon mukaisten bakteerilajispesifisten koettimien sekvenssit ja spesifisyys on 
esitetty taulukoissa 4A ja 4B ja niilla on sekvenssien tunnusnumerot 1-69 
mukaiset sekvenssit. Luonnollisesti naiden oligonukleotidisekvenssien kaantei- 
set ja komplementaariset sekvenssit ovat yhta kayttokelpoisia ja edullisia, ku- 

20 ten alan ammattimiehelle on ilmeista. Samoin mainittujen oligonukleotidi- 
sekvenssien toiminnalliset fragmentit ovat kayttokelpoisia koettimina edellytta- 
en, etta lajispesifisyys sailyy. 

PCR-alukkeiden suunnittelua varten eri fylogeneettisista ryhmista 
valittujen bakteerien, jotka on esitetty taulukossa 2, gyrB-proteiinien (GyrB) 

25 aminohapposekvenssit linjattiin BioEdit -ohjelmalla kayttaen ClustalW- 
linjausalgoritmia. Linjauksesta loytyi useita konservoituneita alueita, jotka otet- 
tiin universaalien alukkeiden suunnittelun lahtokohdaksi. ParE-proteiini on 
GyrB-proteiinin sukulainen ja tietyilla bakteereilla (gram-positiiviset bakteerit) 
edella mainitut konservoituneet kohdat loytyvat molemmista geeneista. Kon- 

30 servoituneet aminohappojaksot kaannettiin takaisin nukleiinihappo- 
sekvenssiksi. Geneettisen koodin luonteesta johtuen alukkeisiin tuli useita de- 
generoituneita kohtia. Konservoituneiden jaksojen perusteella valmistettiin 
useita alukepareja, joita testattiin laboratoriossa (spesifisyys- ja herkkyystes- 
taukset). Laboratoriotestien perusteella todettiin, etta puhtaan bakteeri-DNA:n 

35 monistuminen onnistuu hyvin osalla alukepareista, ja alukkeilla voidaan monis- 
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taa kaikkien bakteerien gyrB/parE-geene\a. Kyseiset alukkeet toimivat siis uni- 
versaaleina alukkeina bakteereille. 

Yksi alukepareista osoittautui herkkyydeltaan muita paremmaksi ja 
talla alukeparilla jatkettiin testejja kliinisista naytteista. Osoittautui kuitenkin, etta 
alukepari ei pysty monistamaan bakteeri-DNA:ta kliinisista naytteista, joissa on 
mukana ylimaarin ihmisen DNA:ta. Tasta syysta alukeparia muutettiin ja de- 
generoitumisen suhteen etsittiin uusia alukevaihtoehtoja, jotka toisaalta toimi- 
sivat myos kliinista naytteista, mutta jotka samalla sailyttaisivat riittavan laajan 
spesifisyyden eli niiden avulla voitaisiin monistaa kaikkien hengitystieinfektioita 
aiheuttavien bakteerien gyrB/parE-geenit. Toimiva alukepari on esitetty taulu- 
kossa 1. Taman alukeparin avulla kaikkien fylogeneettisesti hyvinkin etaalla 
toisistaan olevien bakteerien gy/B/pa/E-geenit (taulukko 3 ) voidaan monistaa 
myos tilanteessa, jossa naytteessa on runsaasti ihmisen DNA:ta. 



Taulukko 1 . oyrB/parE-universaalialukkeet 



Alukkeen nimi 

gBiF 


Sekvenssi 5'->3' 
CGTCCWGGKATGTAYATHGG 


gB2R 


CCHACRCCRTGWAAWCCDCC i 



Alukesekvensseissa 

W tarkoittaa emasta A tai T, 

K tarkoittaa emasta G tai T, 

Y tarkoittaa emasta C tai T, 

H tarkoittaa emasta A tai C tai T, 

R tarkoittaa emasta A tai G ja 

D tarkoittaa emasta A tai G tai T. 

Kyseessa ovat siis alukeseokset, jotka koostuvat useista eri aluke- 
vaihtoehdoista. Esim. alukkeen gB1F tapauksessa seoksessa on siis alukkeita, 
joissa W:n kohdalla on A (adeniini) ja alukkeita jossa W:n kohdalla on T (tymii- 
ni). 

Keksinnon mukaisesti spesifisia koettimia voidaan kayttaa infektioi- 
ta, erityisesti hengitystieinfektioita aiheuttavien bakteerien tunnistamiseksi mis- 
sa tahansa sopivassa menetelmassa, jolla hybridisaatio voidaan osoittaa. Tal- 
laiset menetelmat ovat alan ammattilaisten hyvin tuntemia ja ne voidaan toteut- 
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taa seka liuoksessa etta DNA:ta sitovalla kiintealla kantajalla, kuten nitrosellu- 
loosa- tai nylonkalvolla, tai lasilla. 

Edullisessa keksinnon mukaisessa menetelmassa toteaminen teh- 
daan kayttaen DNA-sirutekniikkaa, jolloin DNA-sirulla tai DNA-lastulla (chip) 
5 tarkoitetaan pienikokoista alustaa, jolle tunnettuja nukleiinihappojaksoja on 
kiinnitetty tiettyyn ennalta maarattyyn jarjestykseen. Jos simile kiinnitetyt nukle- 
iinihappojaksot ovat lyhyempia kuin 100 emasparia (yleensa noin 20 - 30 
emasparia), puhutaan ns. oligonukleotidisiruista. 

Esilla olevan keksinnon mukaisessa menetelmassa analysoitava 

10 nayte voi olla bakteeriviljelma, kudospala, eritenayte, kuten yskos- tai sively- 
nayte, verinayte tai muu sopiva nayte, erityisesti eritenayte kliinisissa diagnos- 
tisissa sovelluksissa. 

Analysoitavasta naytteesta eristetaan DNA milla tahansa tunnetulla 
menetelmaila, kuten kaupallisesti saatavilla olevilla DNA:n eristyskitteilla (esim. 

15 High Pure PCR Template Preparation Kit, Roche; NucleoSpin, BD Biosciences 
Clontech tai QIAamp DNA Mini-kit, Qiagen) tai perinteisilla fenoli-kloroformi tai 
vastaavilla orgaanisilla liuottimilla tehtavilla uutoilla, joko manuaalisesti tai eri- 
tyisilla DNA:n eristykseen soveltuvilla laitteilla. Edullisesti kaytetaan helpon 
saatavuuden, nopeuden ja toistettavuuden vuoksi kaupallisia kitteja. 

20 Esilla olevan keksinnon mukaisessa menetelmassa DNA:n monis- 

tukseen kaytettavat reagenssit voivat olla mita tahansa alalia DNA:n monistuk- 
seen kaytettyja reagensseja, jotka alan ammattimiehet hyvin tuntevat. Sopivia 
ja edullisia kaupallisesti saatavissa olevia reagensseja ovat erityyppiset Taq- 
DNA-polymeraasit ja niiden puskurit (esim. AmpliTaqGOLD, AmpliTaqLD, Dy- 

25 NAzyme, TaqPIus Precision ja HotStartTaq), nukleotidit tai valmiit nukleoti- 
diseokset (esim. Sigma, Applied Biosystems, Amersham Biosystems), MgCI 2 
(jolloin yleensa kaytetaan saman valmistajan tuotetta kuin Taq- 
DNApolymeraasi), Cy5-dCTP (esim. NEN LifeSciences, Amersham Biosci- 
ences). 

30 Esilla olevan keksinnon mukaisessa menetelmassa kloonaus voi- 

daan suorittaa milla tahansa tunnetulla menetelmaila, kuten kaupallisesti saa- 
tavilla olevilla kloonauskitilla (esim. Qiagen PCR Cloning Kit, QIAGEN tai 
TOPO TA Cloning Kit, Invitrogen). Kloonaustuotteen sekvensointi voidaan suo- 
rittaa milla tahansa tahan tarkoitukseen soveltuvalla sekvensaattorilla (esim. 

35 Applied Biosystems, mallit 373A, 377 tai 3100 tai Bio-Rad Sequi-Gen GT) tai 
manuaalisella sekvensoinnilla. Sekvenssitulokset voidaan analysoida manuaa- 



12 

iisesti tai tahan tarkoitukseen kehitetyilla sekvenssianalyysiohjelmilla (Applied 
Biosystems Sequencer tai lnforMax:in Vector NTI Suite Version 7). 

Monistukseen kaytettava laitteisto voi niin ikaan olla mika tahansa 
sopiva laitteisto (esim. T1 Thermocycler, Biometra tai GenAmp PCR system 
5 2700, Applied Biosystems). Kaytannossa kaikki DNA-monistukseen sopivat 
laitteet ja laitteistot sopivat tarkoitukseen ja monistus voidaan myds suorittaa 
manuaalisesti siirtamalla reaktioputkia lampotilasta toiseen. Monistus voidaan 
myds tehda suoraan DNA-sirulla. 

Monistustuotteen puhdistus voidaan suorittaa milla tahansa kaupal- 
10 lisella menetelmalla (esim. High Pure PCR Product Purification Kit, Roche, 
MicroSpin S-400 tai S-300 HR Columns, Amersham Biosciences tai QIAquick 
PCR-purification-Kit, Qiagen) tai se voidaan tehda orgaanisella liuottimella ta- 
pahtuvalla uutolla. Monistustuotetta voidaan kayttaa hybridisaatioreaktioon 
myos sellaisenaan ilman puhdistusta tai uuttoa. 
15 Yksijuosteisen kohdejuosteen aikaansaamiseksi voidaan kayttaa 

mita tahansa tunnettua menetelmaa. Tallaisia menetelmia ovat esimerkiksi 
epasymmetrinen PCR, eksonukleaasimenetelmaa tai yksijuosteisen kohde- 
juosteen syntetisointi suoraan sirulia (esim. matriXarray, Roche Applied 
Science). Keksinto kasittaa myos sovellukset, joissa hybridisaatioreaktioon 
20 voidaan kayttaa kaksijuosteista monistustuotetta. Tassa edullinen menetelma 
yksijuosteisen kohdejuosteen aikaan saamiseksi on epasymmetrinen PCR. 

Esilla olevan keksinnon mukaisessa menetelmassa voidaan leima- 
tun kohdejuosteen aikaansaamiseksi kayttaa mita tahansa sopivaa leimaa. 
Sopivia leimoja ovat fluorerenssileimat (esim. Cy5, Cy3, Cy2, TexasRed, FITC, 
25 Alexa 488, TMR, FluorX, ROX, TET, HEX), radioaktiiviset leimat (esim, 32 P, 
33 P, 33 S) ja kemiluminesoivat leimat (esim. HiLight Single-Color Kit). Tassa 
keksinnossa Cy5-dCTP fluoresenssileima (Amersham Biosciences) on edulli- 
nen. Keksinto kasittaa myos sovellukset, joissa leimaa ei tarvita lainkaan, ku- 
ten sellaiset, joissa toteaminen perustuu sahkoiseen impulssiin (esim Motoro- 
30 Ian eSensor). 

Kun hybridisaatio tapahtuu kiintealla kantajalla, hybridisaatiossa 
kaytettavat koettimet voidaan kiinnittaa alustaansa kovalenttisen tai ei- 
kovalenttisen sidoksen avulla tai kiinnittamisessa voidaan kayttaa muuta ole- 
massa olevaa kemiallista, sahkokemiallista tai vastaavaa menetelmaa. Alusta, 
35 jolle koettimet kiinnitetaan voi olla valmistettu lasista, muovista, metallista, nai- 
lonista, nitroselluloosasta, polyakryyliamidista, silikonista tai naiden yhdistel- 
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mista, ja sen koko voi vaihdella muutamasta millimetrista kymmeniin senttimet- 
reihin. Kaytettavan alustan pintakasittely voi olla aminosilaani- tai mika tahansa 
muu soveltuva pintakasittely, kuten esimerkiksi epoksisilaanipintakasittely, tai 
voidaan kayttaa sellaista alustaa, joka ei vaadi erillista pintakasittelya. Tassa 
edullinen alusta koettimille on aminosilaanilla kasitelty mikroskooppilasi (Geno- 
rama, Asper Biotech Ltd., Eesti). 

Koettimet voidaan printata kaytettavalle alustalie milla tahansa kau- 
pallisesti saatavilla olevalla ja tahan tarkoitukseen soveltuvalia laitteistolla 
(esim. Qarray-mini arraying system, Lucidea Array Spotter tai OmniGrid, Ge- 
neMachines arrayer) tai ne voidaan pipetoida alustalie manuaalisesti. Koetti- 
met voidaan myoskin syntetisoida suoraan alustalie esimerkiksi fotolitografiaa 
kayttamalla. 

Hybridisaatiossa kaytetty hybridisaatioseos voi olla koostumuksel- 
taan erilainen kuin mita jaljempana suoritusesimerkeissa on esitetty, mm. suo- 
lan koostumus ja/tai suolapitoisuus voivat vaihdella (esim. 2-4xSSC tai SSPE) 
tai hybridisaatiossa voidaan kayttaa kaupallisesti saatavilla olevia hybridisaa- 
tioliuoksia (esim. ArrayHyb, Sigma). Hybridisaatioseoksessa voidaan myoskin 
kayttaa denaturoivia tai stabiloivia lisaaineita (esim. formamidi tai DMSO, di- 
metyylisulfoksidi) tai aineita, jotka vahentavat epaspesifista sitoutumista (esim. 
BSA eli naudan seerumin albumiini tai ssDNA eli lohen maidin DNA). Hybridi- 
saatio voidaan tehda eri hybridisaatiolampotilassa (yleensa valilla 40 - 70 °C) 
ja hybridisaatioon kaytettava aika voi vaihdella riippuen sovelluksesta muuta- 
masta minuutista vuorokauteen. Hybridisaatio voidaan vesihauteen sijaan teh- 
da esim. lampokaapissa tai erityisessa hybridisaatiolaitteessa (esim GeneTAC 
HybStation tai Lucidea Slidepro Hybridizer). Hybridisaation jalkeiset pesut voi- 
vat myoskin kestoltaan, maaraltaan, lampotilaltaan ja kaytettavan pesuliuoksen 
koostumukseltaan olla erilaiset kuin mita tassa on esitetty. Lasien pesu voi- 
daan myos suorittaa erillisella laitteella. Joissakin tapauksissa hybridisaation 
jalkeinen lasin tai sirun pesu ei ole valttamaton, vaan siru voidaan analysoida 
heti hybridisaation jalkeen. Tassa edullinen hybridisaatio-olosuhde on +57 °C 
vesihaude, jossa laseja hybridisoitiin 12 - 16h. 

Koetinlasit tai -sirut voidaan analysoida milla tahansa tahan tarkoi- 
tukseen soveltuvalia laitteistolla tai lukijalla (esim. GeneTAC UC4, GenePix 
Personal 4100A tai Agilent DNA Microarray Scanner) Jos kohdejuoste on lei- 
mattu fluoresoivalla leimalla, voidaan analysointiin kayttaa myos esim. fluore- 
senssimikroskooppia. Jos leimana on kaytetty radioaktiivista leimaa, voidaan 



14 



siru tai kalvo analysoida autoradiografialla. Jos hybridisaatio on tehty elektroni- 
sella sirulle ja toteaminen perustuu esim. sahkoiseen impulssiin, analysoidaan 
ne tata tarkoitusta varten suunnitellulla laitteistolla. 

Vasta muutamien kymmenien bakteerilajien perima on kokonaisuu- 
dessaan kartoitettu ja suurin osa naista kartoitetuista lajeista on tunnettuja tau- 
dinaiheuttajia. On siis viela hyvin vahan tietoa ns. normaaliflooran bakteereista 
ja niiden DNA-sekvensseista. Taman vuoksi bakteerilajispesifisten PCR- 
alukkeiden suunnittelu ja pelkkaan PCR-monistukseen perustuva diagnostiikka 
onkin lanes mahdotonta. 

Esilla olevan keksinnon mukainen menetelma ei karsi tunnetun tek- 
niikan ongelmista. Menetelman monistusvaihe on hyvin herkka ja universaalit 
alukkeet monistivat tehokkaasti tietyn geenialueen (gyrB/parE) fylogenettisesti 
erilaisista bakteerilajeista riippumatta siita, oliko kyseessa gramnegatiivisen vai 
grampositiivisen soluseinan omaava bakteerilaji (taulukko 3). Lisaksi monistus- 
tuote on lyhyt (noin 300 emasparia), mika edesauttaa monistusreaktion tehok- 
kuutta. 

Bakteerilajispesifiset koettimet on suunniteltu gyrB/parE 
geenialueelle, joka on huomattavasti varioivampi geeniaiue kuin esim. 16S 
rRNA -alue, jota on aiemmin kaytetty bakteeridiagnostiikassa. Vaikka 
menetelmassa kaytetyt universaalit alukkeet monistavatkin tehokkaasti myos 
normaaliflooran bakteereita, tama ei aiheuta vaaria positiivisia, silla keksinnon 
mukaiset koettimet ovat hyvin lajispesifisia ja tunnistavat vain ne bakteerit, joita 
varten ne on suunniteltu. Hybridisoitaessa lasille esim. Streptococcus 
pneumoniae -puhdasviljelmasta monistettua kohdejuostetta, hybridisoituu se 
ainoastaan Streptococcus pneumoniae -spesifisten koettimien ja positiivisen 
kontrollikoettimen kanssa. Toisaalta hybridisoitaessa lasille vain 
normaaliflooran bakteerista, esim. Streptococcus mitis, monistettua 
kohdejuostetta, se ei sitoudu yhteenkaan patogeenikoettimeen, vaan 
ainoastaan positiiviseen kontrollikoettimeen (esimerkki 7, taulukko 6). Kaikki 
esilla olevan keksinnon mukaiset spesifiset oliginukleotidikoettimet testattiin 
ristiin eri bakteerilajien ja myos useiden normaaliflooraan kuuluvien lajien 
kanssa, eika ristireaktioita tapahdu (kuvio 2, taulukko 6). Siten esilla olevan 
keksinnon mukainen menetelma on selvasti herkempi ja spesifisempi kuin 
aiemmin kuvatut vastaavantyyppiset menetelmat. 

Seuraavaksi keksintoa valaistaan tarkemmin esimerkkien avulla. 
Menetelmaa kuvattaessa on viitattu erilaisiin, tassa sovelluksessa kaytettyihin 
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laitteistoihin, materiaaleihin, lampotiloihin, kemikaaleihin tai vastaaviin. Nama 
voivat luonnollisesti vaihdella keksinnon eri sovelluksissa tarkoituksenmukai- 
sella tavalla, eivatka keksinto ja sen suoritusmuodot siten rajoitu alia kuvattui- 
hin esimerkkeihin. 

Esimerkki 1. Keksinnon mukaisten PCR-alukkeiden suunnittelu 

PCR-alukkeiden suunnittelua varten eri fylogeneettisista ryhmista 
valittujen bakteerien (taulukko 2) gyrB-proteiinien (GyrB) ja sen sukulaisprote- 
iinin ParE aminohapposekvenssit linjattiin BioEdit-ohjelmalla kayttaen Clus- 
talW-linjausalgoritmia. GyrB:n linjauksesta loytyi useita konservoituneita aluei- 
ta. Tutkituille grampositiivisille bakteereille samat konservoituneet kohdat loy- 
tyivat myos parE-geenista. 

Nama konservoituneet aminohappojaksot otettiin universaalien 
alukkeiden suunnittelun lahtdkohdaksi. Ensin ne kaannettiin takaisin nukleiini- 
happosekvenssiksi, jolloin niihin tuli geneettisen koodin luonteesta johtuen 
useita degeneroituneita kohtia. Sitten konservoitujen jaksojen perusteella syn- 
tetisoitiin (alukkeet syntetisoi Sigma-Genosys, Englanti, josta alukkeet tilattiin 
tilauspalvelun kautta www.siama-aenosvs.co.uk) useita alukepareja, jotka tes- 
tattiin spesifisyyden ja herkkyyden suhteen. Spesifisyys testattiin monistamalla 
taulukossa 4 esitetyista eri bakteerilajeista eristettya DNA jaljempana olevassa 
esimerkissa 4 kuvatulla tavalla. Alukeparin herkkyys maaritettiin analysoimalla, 
kuinka pieni pitoisuus H. influenzaen DNArta eri alukepareilla voitiin todeta 
kayttaen jaljempana esimerkissa 4 kuvattua monistus- ja toteamismenetelmaa. 

Naiden testien perusteella todettiin, etta puhtaan bakteeri-DNA:n 
monistuminen onnistui hyvin osalla alukepareista, ja alukkeilla voitiin monistaa 
kaikkien tutkittujen bakteerien gyrB/parE-geeneja. Kyseiset alukkeet toimivat 
siis universaaleina alukkeina bakteereille. Alukkeiden herkkyydet vaihtelivat ja 
herkkyydeltaan parhainta alukeparia kaytettiin kliinisten naytteiden 
(valikorvatulehdusnaytteiden) tutkimiseen. Osoittautui kuitenkin, ettei alukepari 
ollut riittavan sensitiivinen, silla se ei pystynyt monistamaan bakteeri-DNArta 
kliinisista naytteista, joissa on mukana ylimaarin ihmisen DNA:ta. 

Tasta syysta syntetisoitiin uusia, degeneroitumisen suhteen erilai- 
sia alukepareja (alukkeet syntetisoi Sigma-Genosys, Englanti, josta alukkeet 
tilattiin tilauspalvelun kautta www.siama-qenosvs.co.uk ). joiden spesifisyys ja 
herkkyys tutkittiin edella kuvatulla tavalla seka puhtaalla bakteeri-DNA:lla, etta 
kliinisista naytteista eristetylla DNA:lla. (taulukossa 5 mainitut naytteet). Toimi- 
va alukepari oli alukeseos, joka sisalsi sekvenssit 
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CGTCCWGGKATGTAYATHGG (sekvenssi tunnusnumero 77) ja 

CCHACRCCRTGWAAWCCDCC (sekvenssi tunnusnumero 78), 

jotka nimettiin gB1:ksi ja vastaavasti gB2R:ksi (taulukko 1), jolloin 

W tarkoittaa emasta A tai T, 

K tarkoittaa emasta G tai T, 

Y tarkoittaa emasta C tai T, 

H tarkoittaa emasta A tai C tai T, 

R tarkoittaa emasta A tai G ja 

D tarkoittaa emasta A tai G tai T. 

Tama alukeseos tunnisti kaikilla tutkituilla bakteereilla konservoi- 
tuneet alueet gyrB- ja/tai parE -geenin alkuosasta. Se toimii kliinisilla naytteilla 
ja on sailyttanyt riittavan laajan spesifisyyden, jolloin sen avulla voidaan monis- 
taa kaikkien hengitystieinfektioita aiheuttavien bakteerien gyrB/parE-geenit 
(katso esimerkit 6 ja 7). Erityisesti taman alukeparin avulla fylogeneettisesti 
hyvinkin etaalla toisistaan olevien bakteerien (taulukko 3) gyrB/parE-geenit 
voidaan monistaa myds tilanteessa, jossa naytteessa on runsaasti ihmisen 
DNA:ta. 
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Taulukko 2. Bakteerit, joiden gyrB-proteiinien (GyrB) aminohappose- 
kvensseja kaytettiin linjaukseen. 



Suku 


Laji 


Bacteroides 


fragilis 


Mycobacteriun 


tuberculosis 


Streptococcus 


pneumoniae 


Thermotoga 


maritima 


Chlamydia 


pneumoniae 


Chlamydia 


thrachomatis 


Borrelia 


burgdorferi 


Escherichia 


coli 


Neisseria 


gonorrhoeae 


Haemophilus 


influenzae 


Myxococcus 


xanthus 


Campylobacter 


jejuni 


Helicobacter 


pylori 


Bartonella 


bacilliformis 


Aquifex 


aeolicus 



25 Taulukko 3. Alukkeiden ja koettimien spesifisyyden ja sensitiivisyyden 
testaamisessa kaytetyt bakteerikannat 



Bakteerilaji 

H e J^9.pJb!iyAJDf^§n?3^. 

Neisseria gonorrhoeae 
Mycoplasma pneumoniae 


Toimittajan koodi (naytteen 

tyyppi) 

ATCC51907D (DNA) 
ATCC J53420D (DNA) 
ATCC 15531D (DNA) 


k^9!P0^!f§-R!l^y m PPMi. a . 

Pseudomonas aeruginosa 


ATCC 33 1 52D (DNA) 

ATCC 47085D (DNA) ! 
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\ Moraxella catarrhalis 


DSM 9143 fbakt kanta^ 


Staphylococcus aureus 


DSM 20231 fbakt kania\ 


Streptococcus pyogenes 

— t—J. , ^ ,„ _ _, pl ,,. > „ 1 _ 11 




Streptococcus pneumoniae 

— i _ in 




Fusobacterium necrophorum 




Escherichia coli 


DSM DOHA'S fhaLrt Unt Q \ 
_ l-'oivi ouuoo luaKi.Kaniaj 


Pseudomonas aeruginosa 




Streptococcus oralis 


u/oivi £\jK>d.f tpaKT.Kanta) 


Streptococcus mitis 


DSM 12643 (bakt.kanta) 


Haemophilus parainfluenzae 


DSM 8978 (bakt.kanta) 


Haemophilus ducreyi 


DSM 8925 (bakt.kanta) 


Moraxella caviae 


ATCC 14659 (bakt.kanta) 


Pasteurella pneumotropica 


ATCC 13669 ( bakt.kanta) 


Moraxella cuniculi 


ATCC 1 4688 (bakt.kanta) 


Chalmydia pneumoniae 


ATCC VR 1 355 (bakt.kanta) 
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ATCC = American Type Culture Collection 

DSM = Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen 

Esimerkki 2. Keksinnon mukaisten oligonukleotidikoettimien suunnitte- 
lussa tarvittavien uusien sekvenssien tuottaminen kloonaamalla 

Bakteerien Moraxella catarrhalis, Fusobacterium necrophorum, 
Legionella pneumophila, Streptococcus mitis, Streptococcus oralis ja Hae- 
mophilus, parainfluenzae gyrB-sekvenssit, jotka eivat ole saatavilla julkisista 
sekvenssitietokannoista, syntetisoitiin seuraavassa esitetyn yleisen menetel- 
man mukaisesti kaytettaviksi keksinnon mukaisten oligonukleotidikoettimien 
suunnittelussa. 

Bakteeripuhdasviljelmista eristetaan ensin DNA kayttaen QIAamp 
DNA Mini -kittia (Qiagen, Saksa). Kun DNA on eristetty, halutulta DNA-alueelta 
monistetaan kloonaukseen kaytettava kohdejuoste symmetrista (tavallista) po- 
lymeraasi-ketjureaktiota (PCR) kayttaen. Monistuksen ensimmaisessa vai- 
heessa valmistetaan reaktioseos sekoittamalla naytteesta eristetty DNA esi- 
merkissa 1 valmistettujen universaalien bakteerialukkeiden ja muiden monis- 
tukseen tarvittavien komponenttien kanssa. Talloin kloonaus-PCRrssa 25 \j\:r) 
reaktioseos sisaltaa 20 pmol gB2r-alukeseosta, 20 pmol gB1F-alukeseosta 
200 uM kutakin dATP, dGTP, dTTP ja dCTP (Sigma, USA), 1 x Hot Start Taq 
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PCR -puskuria (Qiagen, Saksa), johon lisatty MgCI 2 :a siten, etta lopullinen 
konsentraatio on 2,8 mM, 7,5 % DMSO:ta (Amersham Pharmacia Biotech, 
USA), 2,5 U Hot Start Taq DNA-polymeraasia (Qiagen, Saksa) ja 2,5 pi eristet- 
tya DNA:ta. 

5 Kloonaus-PCR-reaktio tehdaan GenAmp PCR system 2700 -PCR- 

laitteessa (Applied Biosystems) kayttaen seuraavanlaista lampoohjelmaa: 15 
min alkudenaturaatio lampotilassa 95 °C, 40 syklia 1 min lampotilassa 95 °C, 1 
min lampotilassa 50 °C, 1 min lampotilassa 72 °C seka 10 min loppupidennys 
lampotilassa 72 °C. Kun PCR-reaktio on valmis, monistumisen onnistuminen 
10 tarkastetaan geelielektroforeesilla 2-%:isessa agaroosigeelissa, joka sisaltaa 
etidiumbromidia. 

Itse kloonaus tehdaan valittomasti PCR-reaktion jalkeen TOPO TA 
Cloning Kit -pakkauksella (Invitrogen). Kloonausreaktioseos sisaltaa 4 pi PCR- 
tuotetta, 1 pi suolaseosta (1 ,2 M NaCI, 0,06 M MgCI 2 ) ja 1 pi TOPO-vektoria 

15 (pCR 4-TOPO), jotka sekoftetaan keskenaan eppendorfputkessa. Seosta inku- 
boidaan 5 min huoneenlammossa, minka jalkeen seosputki siirretaan jaille. 
Taman jalkeen tehdaan kemiallinen transformaatio, jossa jaahtynytta PCR- 
tuote-vektori-seosta lisataan 2 pi kompetenteille TOP10 E. coli -soluille (50 pi 
soluja). Taman jalkeen soluja inkuboidaan jailla 10 min. Seuraavaksi tehdaan 

20 lamposokkikasittely, jossa soluputki siirretaan +42 °C:een 30 sekunnin ajaksi. 
Sitten putki siirretaan jaille ja siihen iisataan 250 pi huoneenlampoista SOC- 
liuosta (2 % tryptoni, 0,5 % hiivauute, 10 mM NaCI, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCI 2 , 
10 mM MgS0 4 , 20 mM glukoosi). Taman jalkeen putkea ravistellaan vaaka- 
asennossa (200 rpm) +37 °C:ssa 1 tunti. Seuraavaksi 20 pi seosta maljataan 

25 LB-bakteerimaljalle (Luria-Bertani, 10 % tryptonia, 0,5 % hiivauutetta, 1,0 % 
NaCI, 1,5 % L-agar:ia laimennettuna veteen, pH 7), joka sisaltaa 50 g/rnl am- 
pisilliinia. Maljoja kasvatetaan +37 °C.ssa yon yli. Seuraavana paivana maljalta 
valitaan kymmenen pesaketta, joista tehdaan sekvensointi-PCR. 

Sekvensointi-PCRrssa 50 pl:n reaktioseos sisaltaa 0,4 pmol M13- 

30 reverse (5'-CAGGAAACAGCTATGAC-3') ja M13-forward (5'- 
GTAAACGACGGCCAG) -alukkeita (sisaltyvat kittiin), 150 uM kutakin dATP, 
dGTP, dTTP ja dCTP (Sigma, Yhdysvallat), 1 x Hot Start Taq PCR -puskuria 
(Qiagen, Saksa), 1 U Hot Start Taq DNA-polymeraasia (Qiagen, Saksa). Mo- 
nistusta varten pieni osa bakteeripesakkeesta siirretaan naytetikulla PCR- 

35 seosputkeen. 
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Sekvensointi-PCR-reaktio tehdaan GenAmp PCR system 2700 
-PCR-laitteessa (Applied Biosystems) kayttaen seuraavanlaista lampdohjel- 
maa: 15 min alkudenaturaatio lampotilassa 95 °C, 30 syklia 1 min lampotilassa 
94 °C, 1 min lampotilassa 55 °C, 1 min lampotilassa 72 °C seka 10 min loppu- 
pidennys lampotilassa 72 °C. Kun PCR-reaktio on valmis, monistumisen onnis- 
tuminen tarkastetaan geelielektroforeesilla 2-%:isessa agaroosigeelissa, joka 
sisaltaa etidiumbromidia. Taman jalkeen PCR-tuote puhdistetaan poistamalla 
reaktioseoksesta ylimaaraiset alukkeet, nukleotidit, puskuri ja polymeraasient- 
syymi QIAquick PCR -puhdistuskitilla (Qiagen, Saksa). 

Puhdistuksen jalkeen vektoriin insertoitunut fragmentti sekvensoi- 
daan. Kaksitoista mikrolitraa sekvensointireaktioseosta sisaltaa 100 ng PCR- 
tuotetta ja 5 pmol joko M13-reverse tai M13-forward-aluketta. Sekvensointi 
tehdaan BigDye Terminator Version 3.0 -kitilla ja ABIPRISM 3100 -laitteistolla 
(Applied Biosystems, Yhdysvallat). Sekvenssit analysoidaan Vector NTI Suite 
Version 7-ohjelmistolla (InforMax). 

Edella kuvatulla yleisella menetelmalla tuotettiin gyrS-sekvenssit 
seuraaville bakteerilajeille: Moraxella catarrhalis, Fusobacterium necrophorum, 
Legionella pneumophilia, Streptococcus, mitis, Streptococcus oralis ja Hae- 
mophilus, parainfluenzae (sekvenssit tunnusnumero 70 - 75). 

Esimerkki 3. Lajispesifisten koettimien suunnittelu 

Lajispesifisten oligonukleotidien eli koettimien suunnittelussa kaytet- 
tiin linjaukseen perustuvaa suunnittelustrategiaa. Suunnittelun kohteena ollei- 
den bakteerien gyrB- tai parE-geenit linjattiin muutamasta referenssibakteeris- 
ta (laheista sukua olevasta bakteerista) lahtoisin olevien vastaavien geenien 
kanssa. Esimerkiksi Streptococcus pneumoniaen gyrB-geeni linjattiin baktee- 
reista Streptococcus pyogenes, Streptococcus mitis, Streptococcus oralis, My- 
coplasma hominis, Staphylococcus aureus ja Fusobacterium necrophorum 
gyrB-geenien kanssa. S. oralis ja S. mitis ovat S. pneumonialle laheista sukua 
olevia bakteereja, eivatka oligonukleotidit saa reagoida naiden normaalifloo- 
raan kuuluvien bakteerien kanssa. Sekvenssit saatiin EMBL:n sekvenssitieto- 
kannasta tai ne tuotettiin kloonaamalla esimerkissa 2 kuvatulla tavalla. 

Sekvenssien linjauksessa kaytettiin Bio Edit -ohjelmaa ja ClustalW- 
linjausalgoritmia. Linjauksesta laskettiin konsensussekvenssi ja sopivasti kon- 
servoituneet alueet etsittiin manuaalisesti. Nama alueet tarkoittavat sekvenssi- 
jaksoja, jotka ovat konservoituneet suunnittelun kohteena olevien bakteerien 
geeneissa, mutta joita ei loydy ainakaan kokonaan referenssibakteerien gee- 
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neista. Naista jaksoista valittiin sopivanpituiset sekvenssijaksot varsinaisten 
oligonukleotidien sekvensseiksi (21 - 25 emasta). Valittuja oligonukleotidise- 
kvensseja verrattiin EMBL:n prokaryoottitietokantaan FASTA-algoritmia kaytta- 
valla ohjelmalla. Ne oligonukleotidisekvenssit, jotka erosivat muiden kuin 
5 suunnittelun kohteena olevien bakteerien gytB/parE -geeneista vahintaan 
kahden emaksen verran, valittiin jatkotutkimuksiin. Oligonukleotideille maaritet- 
tiin teoreettinen sulamislampotila (Tm) ja tutkittiin, muodostavatko oligonukle- 
otidit sekundaarirakenteita. Tm (°C) laskettiin kaavalla 

81,5 + 16,6 log [Na]+0,41(%GC) - 0,61 (%for) 500/N, 

10 jolloin Na on monovalenttisten kationien pitoisuus (laskuissa 50 M), 

%GC on guaniini- ja sytosiini-emasten osuus prosentteina, %for on formaliini- 
pitoisuus (laskuissa 0 %) ja N on oligonukleotidin pituus. Sekundaarirakentei- 
den muodostumista tutkittiin Sigma-Genosysin tarjoamaa ohjelmaa kayttaen. 
Ohjelrna voi kayttaa w\AAA/-selaimen avulla osoitteesta http://www.sigma- 

15 genosys.co.uk/oligos/frameset.html (calculators/basic calculator). Ne oligonuk- 
leotidit, jotka eivat muodostaneet voimakkaita sekundaarirakenteita ja joiden 
Tm-lampotila oli vahintaan 45 °C valittiin kokeellisiin spesifisyystutkimuksiin. 

Oligonukleotidikoettimet syntetisoitiin ja samalla modifioitiin 5'- 
paastaan (NH 2 -modifioidut oligot) (Sigma-Genosys, Englanti). Laboratoriossa 

20 koettimien spesifisyys testattiin useilla eri bakteerilajeista eristetyilla DNA- 
naytteilla (taulukko 3) seka potilasnaytteiila (taulukko 5) esimerkeissa 4 ja 5 
kuvatuilla tavoilla. Testatuista koettimista valittiin ne, jotka toimivat parhaiten ja 
osoittautuivat kaikkein spesifisimmiksi. Bakteerilajispesifisten koettimien sek- 
venssit ja spesifisyys on esitetty taulukoissa 4A ja 4B. 

25 



* 
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Taulukko 4A. gyrB-oligonukleotidisekvenssit 



Oligonukleotidi/ 



;venssinumero 


Spesifisyys (gyrB-geenl) 


Sekvenssi (5'-3') 


1/1 


Streptococcus pneumoniae 


CTCAAAAGAAGGTCTTCACCATC 


2/2 


Streptococcus pneumoniae 


GCCATATTCAAG I 1 i 1 IATTGAG 


3/3 


Streptococcus pneumoniae 


AGCCAGATGATTCGATTACTGTT 


4/4 


Streptococcus pneumoniae 


TTGAGACCGTCTTTACAGTCCTT 


5/5 


Streptococcus pyogenes 


GUI IGCCTCTCATATTAAAGTC 


6/6 


Streptococcus pyogenes 


TCTTTATTGAAGCAGATAATTCC 


in 


Streptococcus pyogenes 


CGTTGAAACAG \ 1 1 1 1 ACAGTCT 


8/8 


Chlamydia pneumoniae 


GGTCTTCATCATCTAGTCTATGA 


9/9 


Chlamydia pneumoniae 


GGTTGTAGACWACAGCATTGACG 


10/10 


Chlamydia pneumoniae 


AGCCATGGCAGSTTATTGCTCTA 


11/11 


Chlamydia pneumoniae 


GGATTGATGTTSGCATTTTAGAG 


12/12 


Chlamydia pneumoniae 


GGGTATTGTCWTCGTAGATAATG 


13/13 


Chlamydia pneumoniae 


TTATTGCTCTAGGA7TGATGTT 


14/14 


Chlamydia pneumoniae 


GCATTTTAGAGSACGGGGGTATT 


15/15 


Mycoplasma pneumoniae 


TCAAACTAACCCTTAAAGACAACT 


16/16 


Mycoplasma pneumoniae 


TGAAACAGTGTTTACGGTACTCC 


17/17 


Haemophilus influenzae 


ATGATAATTCTGTATCGGTGCAA 


18/18 


Haemophilus influenzae 


AG C AG AAGTTATTATG ACTGTGC 


19/19 


Haemophilus influenzae 


GACGATAACTCTTATAAAGTATC 


20/20 


Haemophilus influenzae 


GATACCGATGACGGTACTGGTTTG 


21/21 


Staphylococcus aureus 


AGTGTGGGAAATTGTCGATAATA 


22/22 . 


Staphylococcus aureus 


TGAAGTTGTTATTGAAAAAGATAAC 


23/23 


Staphylococcus aureus 


GGATTAAAGTAACGGATAACGGA 


24/24 


Staphylococcus aureus 


CTGTCGAAGTTATTTTAACTGTTT 


25/25 


Staphylococcus aureus 


CGACTTCAGAGAGAGGTTTGCAC 


26/26 


Pseudomonas aeruginosa 


GAAATCAGCATCACCATCCATAC 


27/27 


Pseudomonas aeruginosa 


ATACGGATGAGTCGATCACTGTC 


28/28 


Pseudomonas aeruginosa 


GACGACAACACCTACAAGGTGTC 


29/29 


Pseudomonas aeruginosa 


GACACCGACGATGGCACCGGTCTG 


30/30 


Neisseria gonorrhoeae 


TTCGACAACAACAGCTACAAAAT 


31/31 


Neisseria gonorrhoeae 


ATATGGTGTTTGAAGTATTGGAC 



# 
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32/32 


Neisseria gonorrhoeae 


GACAAAATCACGGTAACGATACA 


33/33 


Neisseria gonorrhoeae 


GACAACAACAGCTACAAAATCTC 


34/34 


Escherichia coii 


TATTCGAGGTGGTAGATAACGCT 


35/35 


Escherichia coii 


TTCACGCCGATAACTCTGTCTCT 


36/36 


Escherichia coii 


CGCCGATAACTCTGTCTCTGTAC 


37/37 


Escherichia coii 


GACGATAACTCCTATAAAGTGTC 


38/38 


Escherichia coii 


GACACGGATGACGGCACCGGTCTG 


39/39 


Moraxelia catarrhaiis 


AGCTGCCGAGGTTATTATGACGG 


40/40 


Moraxeiia catarrhaiis 


GATGATAATTCATACAAAGTATC 


41/41 


Moraxeiia catarrhaiis 


TGTGGATATCCACCCTGAAGAAG 


42/42 


Moraxeiia catarrhaiis 


ATACCGATGATGGTACAGGCTTG 


43/43 


Legioneifa pneumophila 


GATGATAATTCCTACAAGGTATC 


44/44 


Legioneiia pneumophila 


AGCAGCCGAAGTCATCATGACAG 


45/45 


Legionella pneumophila 


TGTAGATATTCATAAAGAAGAAG 


46/46 


Legionella pneumophila 


ATACAGATGATGGAACCGGTTTG 


47/47 


Legioneiia pneumophila 


CAGATGATGGAACCGGTTTGCAT 


48/48 


Fusobacterium necrophorum 


CAACATCAGCCAGGGGATTACAT 


49/49 


Fusobacterium necrophorum 


G G AATTCC AGTAG ACATAC ATCC 


50/50 


Fusobacterium necrophorum 


TGAAAATGATAACTATAAAGTGTC 



Taulukko 4B. ParE oligonukleotidisekvenssit 



Oligonukleoti- 
di/sekvenssinumero 





Spesifisyys (parE-geeni) 


Sekvenssi (5'-3*) 


1/51 


Staphylococcus aureus 


CGGTAACGAAATAGATGTAACAA 


2/52 


Staphylococcus aureus 


AGAAGATAATGGACGTGGTATGC 


3/53 


Staphylococcus aureus 


GTAAACCGACAGTCGAAGTTATC 


4/54 


Staphylococcus aureus 


CAACTGATAAACGGGGATTACATC 


5/55 


Staphylococcus aureus 


GGACAAGGCGGCTATAAAACTTC 


6/56 


Streptococcus pyogenes 


TGGAGATGATATTAAGGTTGTTA 


7/57 


Streptococcus pyogenes 


GTCAGTGTGGCAGATAGCGGACG 


8/58 


Streptococcus pyogenes 


GGATTCCCACCGTTCAAGTTATT 


9/59 


Streptococcus pyogenes - 


CAACAGATGCTACGGGATTGCAC 


10/60 


Streptococcus pyogenes 


GGTCAGGGTGGCTACAAAACGTC 
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11/61 


Streptococcus pneumoniae 


TGGTGATCGTATTGATGTAACTA 


12/62 


Streptococcus pneumoniae 


CTAACGGTTCAAGACCATGGACG 


13/63 


Streptococcus pneumoniae 


GAATTCCAACTGTTGAGGTTATC 


14/64 


Streptococcus pneumoniae 


CGACCGATGGCGCTGGTCTTCAT 


15/65 


Streptococcus pneumoniae 


GGTCAAGGTGGCTATAAGACATC 


16/66 


Mycoplasma pneumoniae 


TGCTAATACTATTGCCGTTGTTT 


17/67 


Mycoplasma pneumoniae 


ATAACTGTTAGTGACAACGGTCG 


18/68 


Mycoplasma pneumoniae 


AGATTTCTACGATTGACACCGTC 


19/69 


Mycoplasma pneumoniae 


GATAACGATTCTTATAAGATTGC 



Esimerkki 4. Nayte-DNA:n monistus 

Nayte-DNA:t bakteeriviljelmista tai kliinisista naytteista monistettiin 
seuraavassa esitettya yleista menetelmaa kayttaen. 
5 Analysoitavasta naytteesta (bakteeriviljelma tai kliininen nayte) eris- 

tetaan DNA kayttaen QIAamp DNA Mini-kittia (Qiagen, Saksa). Kun DNA on 
eristetty, monistetaan haiutulta DNA-alueelta hybridisaatioon kaytettava kohde- 
juoste epasymmetrista polymeraasiketjureaktiota (PCR) kayttaen. Monistuksen 
ensimmaisessa vaiheessa valmistetaan reaktioseos sekoittamalla naytteista 

10 eristetty DNA, esimerkissa 1 valmistetut universaalit gB1F- ja gB2R- 
alukeseokset seka monistukseen tarvittavat muut komponentit keskenaan. 

PCR:ssa 25 pl:n reaktioseos sisaltaa 32 pmol gB2r-alukeseosta, 8 
pmol gB1F-alukeseosta, 200 \xU kutakin dATP, dGTP ja dTTP seka 140 pM 
dCTP (Sigma, USA), 1 x Hot Start Taq PCR -puskuria (Qiagen, Saksa), johon 

15 lisatty MgCI 2 :a siten, etta lopullinen konsentraatio on 2,8 mM, 25 nmol Cy5- 
AP3-dCTP:ta (Amersham Pharmacia Biotech, USA), 7,5 % DMSO:ta 
(Amersham Pharmacia Biotech, USA), 2,5 U Hot Start Taq DNA-polymeraasia 
(Qiagen, Saksa) ja 2,5 jllI eristettya DNA:ta. 

PCR-reaktio suoritetaan GenAmp PCR system 2700 -PCR- 

20 laitteessa (Applied Biosystems, Yhdysvallat). PCR-laitteessa kaytetty lampooh- 
jelma oli seuraavanlainen: 15 min alkudenturaatio lampotilassa 95 °C, 40 syk- 
lia 1 min lampotilassa 95 °C, 1 min lampotilassa 50 °C, 1 min lampotilassa 72 
°C, seka 10 min loppupidennys lampotilassa 72 °C. Kun PCR reaktio on val- 
mis, monistumisen onnistuminen tarkastetaan geelielektroforeesilla 2-%:isessa 

25 agaroosigeelissa, joka sisaltaa etidiumbromidia. Taman jalkeen Cy5-leimattu 
PCR-tuote puhdistetaan poistamalla reaktioseoksesta ylimaaraiset alukkeet, 
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nukleotidit, puskuri ja polymeraasientsyymi QIAquick-PCR-puhdistuskitilla 
(Qiagen, Saksa). 

Esimerkki 5. Naytesirujen valmistus ja toiminta 

Esimerkissa 3 valmistetut 5'-paastaan aminoidut oligonukleotidi- 
koettimet liuotettiin 400 mM natriumkarbonattipuskuriin (pH 9,0) siten, etta lo- 
pulliseksi pitoisuudeksi tuli 50 ^M. Koettimet kiinnitettiin kovalenttisesti ami- 
nosilaanilla paallystetyille mikroskooppilaseille (Genorama, Asper Biotech Ltd., 
Eesti). Koettimien siirtaminen laseille tehtiin tata tarkoitusta varten kehitetylla 
robotilla (OmniGrid, GeneMachines, USA) ja neuloilla (Telechem SMP3, USA). 
Yhden printatun koetinalueen keskimaarainen koko oli 120 urn. Laseille printat- 
tiin lisaksi positiivisiksi kontrolleiksi 5'-paasta aminoidut PCR-alukkeet. Printta- 
uksen jalkeen koetinlaseja pidettiin tunnin ajan ammoniakkihoyryssa koettimi- 
en kiinnittamiseksi lasille. Ammoniakkikasittelyn jalkeen lasit huuhdeltiin kol- 
meen kertaan tislatussa vedessa ja niiden annettiin kuivua. 

Seuraavaksi esimerkissa 4 valmistettu Cy5-leimattu kohdejuoste 
hybridisoitiin mikroskooppilasille, johon koettimet oli kiinnitetty. Hybridisaatio- 
reaktioseos sisalsi n. 200 - 300 ng kohdejuostetta, 20 x SSC:ta (1 nl 20xSSC 
sisaltaa 175,3 g NaCI:a ja 88,2 g natriumsitraattia, pH saadetaan 7.0 HCI:lla; 
lopullinen konsentraatio 3,4x), 20 % natriumsodekyylisulfaattia (SDS) (lopulli- 
nen konsentraatio 0,3 %) ja steriilia vetta siten, etta hybridisaatioreaktioseok- 
sen tilavuudeksi saatiin 37 jil. Hybridisaatio aloitettiin denaturaatiolla lampoti- 
lassa 95 °C 3 min. Taman jalkeen putket jaahdytettiin nopeasti jailla. Kun seos 
oli jaahtynyt, se pipetoitiin koetinlasille ja peitettiin peitinlasilla. Koetinlasi ase- 
tettiin hybridisaatiokasetin (Arraylt, TeleChem International, USA) sisalle ja ka- 
setti suljettiin tiiviisti. Kasetti upotettiin vesihauteeseen, jonka lampdtila oli 57 
°C ja laseja hybridisoitiin 12-16 tuntia. 

Hybridisaation jalkeen hybridisoimattomat tuotteet pestiin pois lasilta 
seuraavasti: 5 min lampotilassa 57 °C 0,1-%:isella SDS:lla vedessa, 5 min 
huoneenlammossa 01-%:isella SDS:lla 0,5 x SSCrssa ja 5 min huoneenlam- 
mossa 0, 06 x SSC:lla. 

Kun lasit olivat kuivuneet, ne analysoitiin lukijalaitteella (Agilent DNA 
Microarray Scanner, Agilent, USA). Jos Cy5-leimattu kohdejuoste oli sitoutunut 
yhteen tai useampaan lasilla olevaan koettimeen, naiden koetintaplien kohdal- 
la nahtiin fluoresoiva signaali. Koska koetinlasit sisalsivat myos positiivisen 
kontrollin, saatiin hybridisaation toimivuuden varmistava fluoresoiva signaali, 
vaikka nayte ei olisikaan sisaltanyt bakteeria. 
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Kuviossa 2 on esitetty esimerkki hybridisaatiosta. Hybridisoitavana 
kohdejuosteena oli Staphylococcus aureus -puhdasviljelmasta eristetyn DNA:n 
gyrB monistuma (epasymmetrinen Cy-5-leimattu PCR-tuote). Esimerkkilasi si- 
salsi nelja Staphylococcus aureus bakteerille spesifista gyrS-aluketta (taulukko 
5 4B: alukkeet 22 - 25), jotka kaikki sitoivat spesifisesti Staphylococcus aureus - 
kohdejuostetta. Signaalin antoivat lisaksi positiiviset kontrollit, joita oli yhteensa 
5kpl. 

Esimerkki 6. Potilasnaytteiden analysointi 

Kliinisista naytteista, jotka oli saatu hengitystieinfektiosta karsivilta 
10 potilailta, eristettiin ja monistettiin DNA esimerkissa 4 kuvatulla tavalla ja testat- 
tiin kayttaen esimerkissa 5 kuvattua koetinlasia, johon oli kiinnitetty taulukoissa 
4A ja 4B luetellut koettimet seka positiivisina kontrolleina toimivat PCR- 
alukkeet. 

Samat naytteet analysoitiin yleis-bakteeri-PCR:aan pohjautuvalla 

15 menetelmalla oleellisesti kuten Nikkari et al. (Emerging Infectious Diseases, 
vol 8, nro 2, 2002, s.188 - 194) ja Kotilainen era/. (Journal of Clinical Microbi- 
ology, vol 36, nro 8, 1998, s. 2205 - 2209) ovat kuvanneet. Yleis-bakteeri-PCR- 
menetelmassa alukkeina kaytettiin universaaleja 16S rRNA -geenialueelle si- 
joittuvia alukkeita, jotka edella mainituissa julkaisuissa on nimetty fDlmod- ja 

20 16S1RR-B-nimisiksi. PCR-tuote kloonattiin ja sekvensoitiin. Saatua DNA- 
sekvenssia verrattiin sekvenssitietokantoihin (GenBank) ja bakteeri tunnistettiin 
vertailun perusteella. Tulokset on esitetty taulukossa 5. 

Taulukosta 5 kay ilmi, etta keksinnon mukaisella menetelmalla saa- 
dut tulokset ovat taysin identtiset tunnetun tekniikan mukaiseen yleis-bakteeri- 

25 PCR-menetelmaan verrattuna. Esilla olevan keksinnon mukainen menetelma 
on kuitenkin oleellisesti nopeampi suorittaa, silla tulos saadaan noin vuorokau- 
dessa. Sen sijaan yleis-bakteeri-PCR:n suorittamiseen kuluu aikaa keskimaa- 
rin noin viikko kloonaamiseen ja sekvensointiin tarvittavien aikaa vaativien tyo- 
vaiheiden takia. Verrattuna viljelyyn seka keksinnon mukainen menetelma etta 

30 yleis-bakteeri-PCR osoittautuivat yhta herkiksi ja muutamassa tapauksessa 
jopa viljelya herkemmiksi menetelmiksi. 
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Taulukko 5. Potilasnaytteilla suoritettu menetelmavertailu. 



Kliininen ku- 
va 


Nayte 


Viljelytulos 


Yleis-bakteeri- 
PCR 


Keksinnon 
menetelma 


Nielurisa- 
tulehdus 


Kudospala 


ei tiedossa 


F.N. 


F.N. 


Keuhkokuume 
1) 


Yskos 


ei viljelty 


ei tiedossa 


S.P. 


Valikorva- 
tulehdus 


Markanayte 


H.L 


H.L ja M.C. 


H.L ja M.C. 


Valikorva- 
tulehdus 


Markanayte 


S.P. 


S.P. 


S.P. 


Valikorva- 
tulehdus 


Markanayte 


negatiivinen 


H.L 


H.I 


Valikorva- 
tulehdus 


Markanayte 


H.L 


H.L 


H.L 


Valikorva- 
tulehdus 


Markanayte 


H.L, S.P. 


H.L, M.C. ja 
S.P. 


H.L, M.C. ja 
S.P 


Poskiontelo- 
tulehdus 


Markanayte 


H.L 


H.L 


H.L 


Poskiontelo- 
tulehdus 


Markanayte 


negatiivinen 


H.L 


H.L 



F.N. = Fusobacterium necrophorum 
5 S.P. = Streptococcus pneumoniae 

H.I. = Haemophilus influenzae 
M.C. = Moraxella catarrhalis 

1) Keuhkokuumepotilaasta ei tehty bakteeriviljelya eika yleis- 
bakteeri-PCR.aa, mutta keksinnon mukaisella menetelmalla saatu tulos Strep- 
10 tococcus pneumoniae -bakteerista sopii hyvin yhteen kliinisen kuvan kanssa, 
silla kyseinen bakteeri on yksi yleisimmista keuhkokuumeen aiheuttajista. 



m • 
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Esimerkki 7. Keksinnon mukaisen menetelman vertailu tunne- 
tun tekniikan mukaiseen, spesifisia oligonukleotideja hyvaksi kayttavaan 
menetelmaan 

Monien bakteeripatogeenien tunnistusta hairitsevat normaaliflooran 
5 bakteerit. Naiden bakteerien olemassaolo on valttamaton terveelle elimistolle 
ja on arvioitu, etta ihmisen normaaliflooraan kuuluu satoja erilaisia bakteereja. 
Normaaliflooran bakteerit voivat monessa tapauksessa hairita myos bakteeri- 
diagnostiikkaa. 

Esilla olevan keksinnon mukaisen menetelman, jossa kaytetaan 

10 spesifisia gyrS^arE-oligonukleotidikoettimia, spesifisyytta normaaliflooran suh- 
teen tutkittiin ja samalla verrattiin multiplex-PCR-menetelmaan, jossa monis- 
tamiseen kaytetaan universaalien ja bakteerilajispesifisten alukkeiden seosta. 

Normaaliflooran bakteerilajien Streptococcus mitis, Streptococcus 
oralis, Moraxella caviae ja Moraxella cuniculi bakteeripuhdasviljelmista eristet- 

15 tiin ja monistettiin DNA esimerkissa 4 kuvatulla tavalla ja testattiin kayttaen 
esimerkissa 5 kuvattua koetinlasia, johon oli kiinnitetty spesifiset koettimet (esi- 
tetty taulukoissa 4A ja 4B). Vertailun vuoksi syntetisoitiin julkaisussa Hendolin 
et al. (Journal of Clinical Microbiology, 35; 11,1 997) kuvatut spesifiset PCR- 
alukkeet ja multiplex-PCR suoritettiin julkaisussa kuvatulla tavalla. Tunnetussa 

20 multiplex-PCR-menetelmassa toisena PCR-alukkeena kaytetaan universaalia 
16S-rRNA:n konservoituneelle geenialueelle sijoittuvaa aluketta ja toisena 
PCR-alukkeena alukeseosta, joka koostuu neljalle eri bakteerilajille spesifisista 
alukkeista. Bakteerilajit, joita kyseisella alukeparilla pyrittiin diagnosoimaan, 
olivat Alloiococcus otitidis, Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis ja 

25 Streptococcus pneumoniae. Bakteerilajispesifiset alukkeet oli suunniteltu siten, 
etta syntyva PCR-tuote on eripituinen riippuen siita, mista bakteerilajista se on 
peraisin. Tulokset esitetty taulukossa 6. 

Tulokset osoittavat, etta esilla olevan keksinnon mukainen mene- 
telma, jossa kaytetaan spesifisia oligonukleotidikoettimia, tunnistaa spesifisesti 

30 vain halutut bakteerit. Sen sijaan tunnetun tekniikan mukaiset, spesifisiksi mai- 
nitut alukkeet ja multiplex-PCR-menetelma ei erota haluttuja bakteereja tutki- 
tuista normaaliflooran bakteereista, eivatka ne siis ole halutun spesifisia (kuvio 
3). 
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Taulukko 6 Keksinnon mukaisen menetelman ja multiplex-PCR- 
menetelman vertailu 



Bakteerilaji 


*) Koettimet, joihin sitoutumis- 
ta tapahtui (spesif isyys) 


MultipIex-PCR-tulos 


Streptococcus 
pneumoniae 


4B: 10- U (Strep.pneu) 
4A: 1 - 4 {Strep.pneu) 


Monistui Strep.pneu 
spesifisilla alukkeiila 


Streptococcus pyo- 
genes 


4B: 5 - 9 (Strep.pyo) 
4A. 5-7 (Strep, pyo) 


Ei monistunut 

Strep.pneu spesifisil- 
la alukkeiila 


Streptococcus oralis 


Ei sitoutumista 


Monistui Strep.pneu 
spesifisilla alukkeiila 


Streptococcus mitis 


Ei sitoutumista 


Monistui Strep.pneu 
spesifisilla alukkeiila 


Moraxella catar- 
rhalis 


4A: 39 - 42 (Morax. catan) 


Monistui Morax. cat 
spesifisilla alukkeiila 


Moraxella cunicull 


Ei sitoutumista 


Monistui Morax. cat. 
spesifisilla alukkeiila 


Moraxella caviae 


Ei sitoutumista 


Monistui Morax. cat 
spesifisilla alukkeiila 


Neisseria gonor- 
rhoae 


4A: 30 - 33 {Neisseria gon.) 


Ei monistunut Morax. 
cat spesifisilla aluk- 
keiila 



*) 4A tarkoittaa taulukkoa 4A ja 4B taulukkoa 4B. Numerot (esim. 
10 - 14) viittavat oligonukleotidien numeroihin edella mainituissa taulukoissa. 
Spesifisyys ilmaisee mille bakteerilajille kyseiset oligonukleotidikoettimet on 
suunniteltu. 



# 



30 

Patenttivaatim ukset 

1. Oligonukleotidikoetinsekvenssi, tunnettu siita, etta se hybri- 
disoituu normaaleissa hybridisaatio-olosuhteissa infektioita, erityisesti 
hengitystieinfektioita, aiheuttavien bakteerien topoisomeraaseja, erityisesti 
GyrB- ja/tai ParE-proteiineja, koodaavien geenien konservoituneiden alueiden 
lahella olevan hypervarioivan alueen sekvenssin kanssa ja joka on 
bakteerilajispesifinen. 

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen oligonukleotidikoetinsekvenssi, 
tunnettu siita, etta mainittu hypen/arioiva alue on bakteerin Streptococcus 
pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma 
pneumoniae, Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus, Pseudomonas 
aeruginosa, Neisseria gonorrhoeae, Escherichia coli, Moraxella catarrhalis, 
Legionella pneumophila ja Fusobacterium necrophorum gyraasia tai parE- 
proteiinia koodaavan geenin hypervarioivan alueen sekvenssi. 

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen oligonukleotidikoetin- 
sekvenssi, tunnettu siita, etta sen pituus on 15 - 30, edullisemmin 20 - 30 
ja edullisimmin 21 - 25 nukleiinihappoa. 

4. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 3 mukainen oligonukleotidikoetin- 
sekvenssi, tunnettu siita, etta se kasittaa jonkin sekvensseista sekvenssi- 
tunnusnumerot 1-69 mukaisen sekvenssin tai sen kanssa kaanteisen ja 
komplementaarisen sekvenssin tai naiden toiminnallisen fragmentin. 

5. Oligonukleotidikoetinseos, tunnettu siita, etta se sisaltaa 
minka tahansa yhdistelman sekvensseista, joilla on sekvenssitunnusnumerot 1 
- 69, ja/tai naiden kanssa kaanteisista ja komplementaarisista sekvensseista 
ja/tai naiden toiminnallisista fragmenteista. 

6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen oligonukleotidikoetinseos, 
tunnettu siita, etta se sisaltaa kaikki sekvenssit, joilla on sekvenssitun- 
nusnumerot 1 - 69. 

7. Patenttivaatimuksen 5 mukainen oligonukleotidikoetinseos, 
tunnettu siita, etta se sisaltaa kaikki sekvensseille, joilla on sekvenssitun- 
nusnumerot 1 - 69, kaanteiset ja komplementaariset sekvenssit. 

8. Jonkin patenttivaatimuksista 5 - 7 mukainen oligonukleotidi- 
koetinseos, tunnettu siita, etta mainittu koetinseos on kiinnitetty kiintealle 
kantajalle, edullisesti kasitellylle lasille. 

9. DNA-alukeseos, tunnettu siita, etta se sisaltaa sekvensseja, 
jotka hybridisoituvat hengitystieinfektioita aiheuttavien bakteerien topoisome- 
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raaseja koodaavien, erityisesti GyrB- ja/tai ParE-proteiinia koodaavien geeni- 
en, konservoituneiden alueiden sekvenssien kanssa ja jotka kasittavat sek- 
venssit tunnusnumerot 76 ja 77 mukaiset sekvenssit tai niiden kanssa komp- 
lementaariset sekvenssit tai naiden toiminnalliset f ragmentit. 
5 10. Diagnostinen menetelma hengitystieinfektioita aiheuttavan bak- 

teerin osoittamiseksi ja tunnistamiseksi kliinisesta naytteesta, t u n n e 1 1 u 
siita, etta 

a) kliinisesta naytteesta eristetty DNA monistetaan kayttaen patent- 
tivaatimuksessa 9 maariteltya alukeseosta, 
10 b) monistettu DNA saatetaan kosketukseen halutun yhdistelman 

kanssa missa tahansa patenttivaatimuksista 1-4 maariteltyja oligonukleotidi- 
koettimia hybridisaatio-olosuhteissa ja 

c) todetaan mahdollinen hybridisaatiokompleksin muodostuminen. 

11. Patenttivaatimuksen 10 mukainen diagnostinen menetelma, 
15 tunnettu siita, etta vaiheessa a) kliinisesta naytteesta eristetty DNA 

monistetaan polymeraasiketjureaktiota kayttaen ja etta vaiheessa b) monistettu 
DNA saatetaan kosketukseen kiintealle kantajalle kiinnitettyjen bakteerilajis- 
pesifisten oligonukleotidikoettimien kanssa. 

12. Patenttivaatimuksen 10 tai 11 mukainen diagnostinen menetel- 
20 ma, tunnettu siita, etta vaiheessa a) kliinisesta naytteesta eristetyn 

DNA:n monistuksessa kaytetaan sopivasti leimattua nukleotidia todettavissa 
olevan kohdejuosteen aikaansaamiseksi. 

13. Patenttivaatimuksen 12 mukainen diagnostinen menetelma, 
tunnettu siita, etta vaiheessa b) monistettu ja mahdollisesti leimattu koh- 

25 de-DNA saatetaan kosketukseen kiintean kantajan, edullisesti kasitellyn lasin, 
kanssa, jolle on kiinnitetty kaikki keksinnon mukaiset lajispesifiset oligonukleo- 
tidikoettimet, joilla on sekvenssitunnusnumerot 1 - 69, tai niiden kaanteiset ja 
komplementaariset sekvenssit. 

14. Patenttivaatimuksen 12 mukainen diagnostinen menetelma, 
30 tunnettu siita, etta vaiheessa b) monistettu ja mahdollisesti leimattu koh- 

de-DNA saatetaan kosketukseen kiintean kantajan, edullisesti kasitellyn lasin, 
kanssa, jolle on kiinnitetty keksinnon mukaiset tietylle tai muutamalle hengitys- 
tieinfektioita aiheuttavalle bakteerille spesifiset oligonukleotidikoettimet, joilla 
on taulukoissa 4A ja 4B annetut vastaavat sekvenssitunnusnumerot, tai niiden 
35 komplementaariset sekvenssit. 
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15. Jonkin patenttivaatimuksen 10 - 14 mukainen menetelma, 
t u n n e 1 1 u siita, etta vaiheessa c) kaytetaan mikrosirutekniikkaa. 

16. Jonkin patenttivaatimuksista 1-4 mukaisten oligonukleotidi- 
koetinsekvenssien tai jonkin patenttivaatimuksista 5-8 mukaisen oligonukle- 
otidikoetinseoksen kaytto bakteerien toteamiseen, tunnistamiseen tai luokitte- 
luun. 

17. Topoisomeraasigeenien konservoitujen alueiden sekvenssien ja 
konservoituneiden alueiden sekvenssien kaytto bakteeridiagnostiikassa alkuk- 
keina tai hybridisaatiokoettimina. 




Tiivistelma 

Keksinto koskee nukleiinihappokoettimia ja universaaleja 
alukkeita, jotka ovat kayttokelpoisia bakteerien tunnistami- 
sessa ja bakteerien aiheuttamien infektioiden diagnosoi- 
misessa. Erityisesti keksinto koskee spesifisia nukleiini- 
happokoettimia, jotka ovat peraisin infektioita aiheuttavien 
bakteerien topoisomeraasigeenin konservoituneiden alu- 
eiden lahella olevilta hypervarioivilta alueilta, Keksinto 
koskee myos universaaleja alukkeita, jotka ovat peraisin 
topoisomeraasigeenin konservoituneilta aiueilta, Lisaksi 
keksinto koskee naiden nukleiinihappokoettimien ja uni- 
versaalien alukkeiden kayttoa bakteerien aiheuttamien in- 
fektioiden diagnosoinnissa seka diagnostisia menetelmia, 
joissa kaytetaan naita nukleiinihappokoettimia ja univer- 
saaleja alukkeita. 



Kuvio 1 . 

A. Haemophilus influenzae/! fifyrB-monistustuote ja koettimien sijainti. 



5' 



cg1^ct|igjat^ata|^gcgataccaatQacQatactaatttqcann 



atatggtatttgaagtggtggataatgccattgatgaagccctcgctggcc 

18 

attgttccgatattatcgtgacaattcacg ataataattctatatcaatacaa 
gatgatgggggcgggattcctgtggatattcatcctgaagaaggcgtttct 

19 

gcaacaaaaattattat qactatac ttcatcacaggnggtaafltttrtar^ 

20 

aactcttataaaataton<ffiKg^tfl^ 



B. Moraxella catarrhaliksen flryrS-monistustuote ja koettimien sijainti. 
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cgaccaggg^ a 



ccatatggtgtttgaggtggtggatatgccattgatgaggcattggcaggtc 
actgtgatgagattaatattatcgtccatgacgatgaatctgtttcggtgatg 

42 

gagtatggqcgtggtattcc tgtqqatatccaccctaaaq aaqqtgtfltr. 

40 ^ 
agctgccgaggttattatqacaqtqnttnatqraggrqgt a q a tttaata3t 

41 



aattcatacaaagtatct|gggggectgGac^ig cgtag g 



3' 



Kuvio 2 



Positiivinen kontrolli 




Positiiviset kontrollit 



Staphylococcus aureus -positiiviset gyrB- 

oligonukleotidit (4 kpl, taulukko 4B: oligonukleotidit 21 - 24). 



Kuvio 3 




7. Streptococcus pneumoniae 

2. Streptococcus pyogenes 

3. Streptococcus oralis 

4. Streptococcus mitis 

5. Negatiivinen kontrolli 

6. Moraxella catarrhalis 

7. Moraxella cuniculi 

8. Moraxella caviae 

9. Neisseria gonorrhoeae 

1 0. Negatiivinen kontrolli 

1 1 . Kokomarkkeri 
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2022264.ST25.txt 
SEQUENCE LISTING 



<110> MoBiDiag Oy 

<120> Nukleiinihappokoettimia, universaalej a alukkeita ja menetelmia, j 
niita kaytetaan 

<130> 2022264FI 

<160> 77 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 
<211> 23 
<212> DNA 

<213> Streptococcus pneumoniae 
<400> 1 

ctcaaaagaa ggtcttcacc ate 23 

<210> 2 
<211> 23 
<212> DNA 

<213> Streptococcus pneumoniae 
<400> 2 

gecatattea agtttttatt gag 23 

<210> 3 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Streptococcus pneumoniae 



<400> 3 

Page 1 





2022264.ST25.txt 



agccagatga ttcgattact gtt 



23 



<210> 4 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Streptococcus pneumoniae 

<400> 4 

ttgagaccgt ctttacagtc ctt 23 

<210> 5 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Streptococcus pyogenes 



<210> 6 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Streptococcus pyogenes 

<400> 6 

tctttattga agcagataat tec 23 

<210> 7 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Streptococcus pyogenes 

<400> 7 

cgttgaaaca gtttttacag tct 23 

<210> 8 

<211> 23 

<212> DNA 



<400> 5 

gttttgeetc tcatattaaa gtc 



23 
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2022264 .ST25 . txt 



<213> Chlamydia pneumoniae 



<400> 8 

ggtcttcatc atctagtcta tga 



23 



<210> 9 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Chlamydia pneumoniae 

<400> 9 

ggttgtagac wacagcattg acg 23 

<210> 10 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Chlamydia pneumoniae 



<210> 11 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Chlamydia pneumoniae 

<400> 11 

ggattgatgt tsgcatttta gag 23 

<210> 12 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Chlamydia pneumoniae 



<4O0> 10 

agccatggca gsttattgct eta 



23 



<400> 12 

gggtattgtc wtegtagata atg 



23 
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2022264.ST25.txt 



<210> 13 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> Chlamydia pneumoniae 

<400> 13 

ttattgctct aggattgatg tt 22 

<210> 14 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Chlamydia pneumoniae 



<210> 15 
<211> 24 
<212> DNA 

<213> Mycoplasma pneumoniae 
<400> 15 

tcaaactaac ccttaaagac aact 24 



<400> 14 

gcattttaga gsacgggggt att 



23 



<210> 



16 



<211> 



23 



<212> 



DNA 



<213> 



Mycoplasma pneumoniae 



<400> 16 

tgaaacagtg tttacggtac tec 



23 



<210> 



17 



<211> 



23 



<212> DNA 



<213> Haemophilus influenzae 
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2022264 .ST25 . txt 



<400> 17 

atgataattc tgtatcggtg caa 



23 



<210> 18 
<211> 23 
<212> DNA 

<213> Haemophilus influenzae 
<400> 18 

agcagaagtt attatgactg tgc 2* 

<210> 19 
<211> 23 
<212> DNA 

<2 13 > Haemophilus influenzae 
<400> 19 

gacgataact cttataaagt ate 23 

<210> 20 
<211> 24 
<212> DNA 

<213> Haemophilus influenzae 
<400> 20 

gataccgatg aeggtactgg tttg 24 

<210> 21 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Staphylococcus aureus 

<400> 21 

agtgtgggaa attgtcgata ata 23 

<210> 22 
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2022264.ST25.txt 

<211> 25 
<212> DNA 

<213> Staphylococcus aureus 
<400> 22 

tgaagttgtt attgaaaaag ataac 25 

<210> 23 
<211> 23 
<212> DNA 

<213> Staphylococcus aureus 
<400> 23 

ggattaaagt aacggataac gga 23 

<210> 24 
<211> 24 
<212> DNA 

<213> Staphylococcus aureus 
<400> 24 

ctgtcgaagt tattttaact gttt 24 

<210> 25 
<211> 23 
<212> DNA 

<213> Staphylococcus aureus 
<400> 25 

cgacttcaga gagaggtttg cac 23 

<210> 26 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Pseudomonas aeruginosa 
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2022264 .ST25.txt 



<400> 26 

gaaatcagca tcaccatcca tac 23 

<210> 27 
<211> 23 
<212> DNA 

<213> Pseudomonas aeruginosa 
<400> 27 

atacggatga gtcgatcact gtc 23 

<210> 28 
<211> 23 
<212> DNA 

<213> Pseudomonas aeruginosa 
<400> 28 

gacgacaaca cctacaaggt gtc 2 3 

<210> 29 
<211> 24 
<212> DNA 

<213> Pseudomonas aeruginosa 
<400> 29 

gacaccgacg atggcaccgg tctg 24 

<210> 30 
<211> 23 
<212> DNA 

<213> Neisseria gonorrhoeae 
<400> 30 

ttcgacaaca acagctacaa aat 23 



<210> 



31 



<211> 



23 
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<212> DNA 



<213> Neisseria gonorrhoeae 



<400> 31 

atatggtgtt tgaagtattg gac 



23 



<210> 32 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Neisseria gonorrhoeae 

<400> 32 

gacaaaatca cggtaacgat aca 23 

<210> 33 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Neisseria gonorrhoeae 



<210> 34 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Escherichia coli 

<400> 34 

tattcgaggt ggtagataac get 2 3 

<210> 35 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Escherichia coli 



<400> 33 

gacaacaaca gctacaaaat etc 



23 



<400> 35 
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ttcacgccga taactctgtc tct 



23 



<210> 36 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Escherichia coli 

<400> 36 

cgccgataac tctgtctctg tac 23 

<210> 37 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Escherichia coli 



<210> 38 

<211> 24 

<212> DNA 

<213> Escherichia coli 

<400> 38 

gacacggatg acggcaccgg tctg 24 

<210> 39 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Moraxella catarrhalis 



<400> 37 

gacgataact cctataaagt gtc 



23 



<400> 39 

agctgccgag gttattatga egg 



23 



<210> 



40 



<211> 



23 



<212> DNA 
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<213> Moraxella catarrhalis 



<400> 40 

gatgataatt catacaaagt ate 23 

<210> 41 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Moraxella catarrhalis 



<400> 41 

tgtggatatc caccctgaag aag 23 

<210> 42 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Moraxella catarrhalis 



<400> 42 

ataccgatga tggtacaggc ttg 23 

<210> 43 
<211> 23 
<212> DNA 

<213> Legionella pneumophila 
<400> 43 

gatgataatt cctacaaggt ate 23 

<210> 44 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Legionella pneumophila 



<400> 44 

ageagecgaa gtcatcatga cag 
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<210> 45 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Legionella pneumophila 

<400> 45 

tgtagatatt cataaagaag aag 23 

<210> 46 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Legionella pneumophila 



<210> 47 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Legionella pneumophila 

<400> 47 

cagatgatgg aaccggtttg cat 23 

<210> 48 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Fusobacterium necrophorum 



<400> 46 

atacagatga tggaaccggt ttg 



23 



<400> 48 

caacatcagc caggggatta cat 



23 



<210> 49 



<211> 23 



<212> DNA 



<213> Fusobacterium necrophorum 
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<400> 49 

ggaattccag tagacataca tec 



23 



<210> 50 

<211> 24 

<212> DNA 

<213> Fusobacterium necrophorum 

<400> 50 

tgaaaatgat aactataaag tgtc 24 

<210> 51 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Staphylococcus aureus 



<210> 52 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Staphylococcus aureus 

<400> 52 

agaagataat ggacgtggta tgc 23 

<210> 53 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Staphylococcus aureus 



<400> 51 

eggtaacgaa atagatgtaa caa 



23 



<400> 53 

gtaaaccgac agtcgaagtt ate 



23 



<210> 54 
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<211> 24 
<212> DNA 

<213> Staphylococcus aureus 



<400> 54 

caactgataa acggggatta catc 

<210> 55 
<211> 23 
<212> DNA 

<213> Staphylococcus aureus 
<400> 55 

ggacaaggcg gctataaaac ttc 

<210> 56 
<2H> 23 
<212> DNA 

<213> Streptococcus pyogenes 
<400> 56 

tggagatgat attaaggttg tta 

<210> 57 
<211> 23 
<212> DNA 

<213> Streptococcus pyogenes 
<400> 57 

gtcagtgtgg cagatagcgg acg 

<210> 58 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Streptococcus pyogenes 



24 



23 



23 



23 
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<400> 58 

ggattcccac cgttcaagtt att 



23 



<210> 



59 



<211> 



23 



<212> 



DNA 



<213> 



Streptococcus pyogenes 



<400> 59 

caacagatgc tacgggattg cac 



23 



<210> 60 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Streptococcus pyogenes 

<400> 60 

ggtcagggtg gctacaaaac gtc 23 

<210> 61 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Streptococcus pneumoniae 



<210> 62 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Streptococcus pneumoniae 

<400> 62 

ctaacggttc aagaccatgg acg 

<210> 63 

<211> 23 



<400> 61 

tggtgatcgt attgatgtaa eta 



23 
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<212> DNA 

<213> Streptococcus pneumoniae 



<400> 63 

gaattccaac tgttgaggtt ate 

<210> 64 
<211> 23 
<212> DNA 

<213> Streptococcus pneumoniae 
<400> 64 

cgaccgatgg cgctggtctt cat 

<210> 65 
<211> 23 
<212> DNA 

<213> Streptococcus pneumoniae 
<400> 65 

ggtcaaggtg gctataagac ate 

<210> 66 
<211> 23 
<212> DNA 

<213> Mycoplasma pneumoniae 
<400> 66 

tgctaatact attgccgttg ttt 

<210> 67 
<211> 23 
<212> DNA 

<213> Mycoplasma pneumoniae 
<400> 67 
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ataactgtta gtgacaacgg teg 

<210> 68 
<211> 23 
<212> DNA 

<213> Mycoplasma pneumoniae 
<400> 68 

agatttctac gattgacacc gtc 

<210> 69 
<211> 23 
<212> DNA 

<213> Mycoplasma pneumoniae 
<400> 69 

gataacgatt cttataagat tgc 

<210> 70 
<211> 294 
<212> DNA 

<213> Moraxella catarrhalis 
<400> 70 

cgaccaggga tgtatattgg tgataccgat gatggtacag gcttgcacca tatggtgttt 
gaggtggtgg ataatgecat tgatgaggca ttggcaggtc actgtgatga gattaatatt 
ategtccatg acgatgaatc tgtttcggtg atggactatg ggcgtggtat tcctgtggat 
atccaccctg aagaaggtgt atcagctgcc gaggttatta tgacggtgct teatgeagge 
ggtaaatttg atgataattc atacaaagta tetgggggee tgcacggcgt agga 

<210> 71 
<211> 257 
<212> DNA 

<213> Legionella pneumophila 
<400> 71 
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ggggatacag atgatggaac cggtttgcat cacatggttt ttgaggttgt agataattca 60 

atagatgagt ctctggcagg atattgcaag gaaatttttg ttaccatcca tagcgatgag 120 

tcaattacag ttaaggacga tggccgtggt attcctgtag atattcataa agaagaaggc 180 

aaatcagcag ccgaagtcat catgacagtc ctacatgctg gaggtaaatt tgatgataat 240 

tcctacaagg tatctgg 257 

<210> 72 
<211> 290 
<212> DNA 

<213> Fusobacterium necrophorum 
<400> 72 

cgcccaggga tgtacatcgg aacaacatca gccaggggat tacatcattt agtatgggaa 60 
gtggtagata attctgtgga tgaagcattt gctgggtatt gtaataggat tactgtaagt 120 
attttgcctg ataacattat tcaagtagag gataatggaa gaggaattcc agtagacata 180 
catccaaaat atggaaaatc cgctttggaa attgtattga cggtattaca tgctggggga 24 0 
aaatttgaaa atgataacta taaagtgtca ggtggactgc acggagttgg 2 90 

<210> 73 

<211> 291 

<212> DNA 

<213> Streptococcus mitis 
<220> 

<221> misc_f eature 

<222> (18) . . (18) 

<223> n is a, t, c, or g 

<220> 

<221> misc_f eature 

<222> (288) . . (288) 

<223> n is a, t, c, or g 

<400> 73 
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agtcccggga tgtacatngg gtcaacttca aaagaaggtc ttcaccatct agtctgggaa 60 

attgttgata actcaattga cgaggccttg gcaggatttg ctagccatat tcaagtcttt 120 

attgagccag ataattcgat tacagttgtt gatgatggac gtggtatccc agtcgatatt 180 

caggaaaaaa caggtcgacc tgccgttgag actgtcttta ctgttcttca cgctggagga 240 

aagtttggcg gtggcggata taaggtctca gacggtcttc atggcgtngg a 2 91 

<210> 74 
<211> 288 
<212> DNA 

<213> Streptococcus oralis 
<400> 74 

agaccgggga tgtatattgg atcgaccgac ggtgctggtc tccatcatct agtctgggaa 60 
atcgtggata atgcggttga cgaagccttg tctggatttg gtgatcgcat cgatgtgacg 120 
attaataagg acgggagttt aacggttcaa gaccacggac gtgggatgcc aacgggaatg 18 0 
cacgccatgg gaattccaac tgttgaagtt atctttacca ttctccacgc tggagggaaa 240 
ttcggtcaag gtggctataa gacatctggt ggtctgcatg gggttgga 2 88 

<210> 75 
<211> 294 
<212> DNA 

<213> Haemophilus parainf luenzae 
<400> 75 

agaccgggga tgtatatcgg ggataccgat gatggaacag gcctacacca tatggtgttt 60 
gaggtggtgg ataacgctat cgatgaagcg cttgctggct attgttccga tattatcgtc 12 0 
actattcatg atgataattc tgtttccgta caagatgacg gccgcggtat tccggtagat 180 
attcacccag aagaaggggt ttctgcggca gaagcaatca tgacagtact tcacgcaggt 240 
ggtaaattcg atgataactc ttataaagta tcagggggac tacacggcgt tgga 294 

<210> 76 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
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<220> 

<223> primer 
<220> 

<221> misc — feature 

<222> (6) . . (6) 

<223> w is a or t 

<220> 

<221> mis cofeature 

<222> (9) . . (9) 

<223> k is g or t 

<220> 

<221> misc — feature 

<222> (15) . . (15) 

<223> y is c or t 

<220> 

< 2 2 1 > mi s c_f e a tur e 

<222> (18) . . (18) 

<223> h is a, c or t 



<400> 76 

cgtccwggka tgtayathgg 



<210> 77 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> primer 
<220> 
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< 2 2 1 > mi s c_f e a t ur e 
<222> (3) . . (3) 

s' 

<223> h is a, c or t 
<220> 

< 2 2 1 > • mi s c_f eature 
<222> (6) . . (6) 
<223> r is a or t 

<220> 

<221> mis c_f ea t ur e 

<222> (9) . . (9) 

<223> r is a or t 

<220> 

< 2 2 1 > mi s cofeature 
<222> (12) . . (12) 
<223> w is a or t 

i 

<220> 

<221> misc_f eature 

<222> (15) . . (15) 

<223> w is a or t 

<220> 

<221> misc_f eature 

<222> (18) (18) 

<223> d is a, g or t 



<400> 77 

cchacrccrt gwaawccdcc 
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